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1. Zusammenfassung
Biopolymere sind sowohl in ihrer Form als auch in ihrer Funktion sehr variabel, ihre

strukturellen und mechanischen Parameter variieren stark. Je nach Art des Polymers kdnnen
einerseits flexible Bereiche, andererseits auch steife, fast unbewegliche Bereiche vorhanden
sein. Polymere lassen sich Uber verschiedenste Modelle physikalisch beschreiben. So lasst
sich auch das vom Bakterium Xanthomonas campestris synthetisierte Polysaccharid Xanthan,
welches in der Industrie vor allem als Verdickungsmittel eingesetzt wird, durch
Polymermodelle beschreiben. Die unterschiedlichen mechanischen Parameter des Xanthans
wirken sich auf dessen rheologische Eigenschaften aus und sind aus diesem Grund ein
wichtiger Faktor in der industriellen Nutzung. Anhand von rasterkraftmikroskopischen
Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass verschiedene Stamme von X. campestris strukturell
unterschiedliches Xanthan produzieren. Die Xanthane unterschieden sich hinsichtlich der
Anzahl der Strange, welche das Molekul aufbauten (Einzelstrang/Doppelstrang), als auch in

ihrer Persistenz- und Konturlange.



2. Einleitung und theoretischer Hintergrund

2.1 Xanthan
Das Bakterium Xanthomonas campestris pv. campestris gehort zu der Gruppe der

gramnegativen Proteobakterien. X. campestris ruft als Pflanzenpathogen Krankheiten in teils
okonomisch wichtigen Pflanzen hervor, so z.B. in Reis (Oryza sativa) oder Kohl (Brassica)
(Vorholter et al., 2007).

Neben seiner phytopathogenen Eigenschaft ist X. campestris noch aus einem weiteren Grund
ein wichtiger Modellorganismus in der biotechnologischen Forschung. Das Bakterium
produziert das Polysaccharid Xanthan, welches direkt nach der Synthese in das Medium,
welches das Bakterium umgibt, abgegeben wird, weshalb man auch von einem
Exopolysaccharid spricht (Vorhdlter et al., 2007). Lagern sich viele Bakterien zusammen, so
sind sie durch die Produktion von Exopolysacchariden gegeniiber Hitze oder anderen
Einflissen geschitzt (Biofilm) (Gottschalk, 2015 (S. 285-287)). Das von X. campestris
produzierte Xanthan schirmt also das Bakterium ab, so dass es vor duBeren Einflissen
geschutzt ist (Hublik, 2012).

2.1.1 Aufbau und Synthese von Xanthan
Das Xanthanriickgrat besteht aus D-Glucoseeinheiten, an welche D-Mannose- sowie D-

Glucoronséureeinheiten gebunden sind (s. Abbildung 1). Dies geschieht in einem Verhaltnis
von 2:2:1, weshalb eine Untereinheit von Xanthan auch ein Pentasaccharid ist (Vorhdlter et
al., 2007). Viele der Pentasaccharide zusammengelagert ergeben das Polysaccharid Xanthan.
An die D-Mannoseeinheiten kénnen sowohl Acetat- als auch Pyruvatgruppen gebunden sein,
welche die Struktur verandern (Hublik, 2012). Aus ROntgenbeugungsexperimenten ist
bekannt, dass Xanthan sehr wahrscheinlich als rechtsgewundene Helix vorliegt, wobei die
Seitenketten die Helix umschlieen. Anhand der Réntgenbeugungsspektren konnte allerdings
nicht darauf geschlossen werden, ob die Helix aus einem einzelnen Xanthanstrang besteht,
oder ob eine Doppelhelix vorliegt (Moorhouse et al., 1977). Bei geringen, physiologisch
relevanten Temperaturen liegt das Xanthan als geordnete Helixstruktur vor, welche bei
hoheren Temperaturen in eine ungeordnete Form ubergeht. Dieser Ubergang wird auch als
"Helix-Coil-Transition" bezeichnet und ist abhangig von verschiedenen Faktoren wie pH-
Wert, Pyruvatanteil und Salzkonzentration der Losung (Arendt und Kulicke, 1998). Bis heute
ist aber ungeklart, ob natives Xanthan die Form eines Einzel- oder Doppelstrangs einnimmt
(Shatwell et al., 1990).



X. campestris synthetisiert Xanthan aus Zuckernukleotiden, welche aus der Umgebung
aufgenommen oder selber synthetisiert, und in Stoffwechselprozessen umgesetzt werden
mussen. Gesteuert wird die Xanthan-Synthese von einem Gen-Cluster, welches sich aus 12
Genen (gumB — gumM) zusammensetzt und welche fur die Proteine bestimmter Abschnitte
der Synthese codieren (vgl. Abbildung 2). Die Synthese des Polysaccharids ist durch die
Beteiligung dieser vielen verschiedenen Proteine flr das Bakterium sehr energieintensiv.
Nach erfolgter Synthese wird das Xanthan aus der Zelle in das umgebende Medium

exportiert. Der genaue Mechanismus des Exports ist noch unbekannt (Vorhdlter et al., 2007).

CHZOH CHZ0H
0, 0,
- Main chain:
~0 O~ B1,4-glucan
OH
OH OH
o n
CHzoéoH3 o
O,
HO\OH - pn-mannose-acetyl ester
COO™M*
0 O
& o D-glucuronic acid
COOM* CHz
~__— jo g
C OH
/
CHa \O OHHO D-mannose-pyruvate-ketal

M*=Na*, K*, 1/2 Ca?*

Abbildung 1: Strukturformel von Xanthan. An das Glucosegrundgerust sind D-Mannose- und
D-Glucoronsaureeinheiten gekniipft. Insgesamt stehen Glucose, Mannose und Glucoronsaure
im Xanthanmolekihl im Verhaltnis 2:2:1. Viele dieser Pentasaccharideinheiten zusammen
ergeben ein Xanthanmolekil (Hublik, 2012).

Legend T
3 Lipid carrier f
@ Glucose residue -
M Mannose residue i Outsid
y e
@ Glucuronate residue ; ~ :
ry  Pyruvyl group | ‘_' - ae | Outer membrane
ac  Acetyl group B B
= Py -
Py " . Periplasm
MY ‘M |
- S
Ac Ac
G G
NE———
| |
@ 3+ ¢+ 3 sFe ) [E P
L W Y P F B { ] P I
G ._M].._—, e o @ © L o) Polymerase ? Cytoplasm
(-] ) Gy, Gl {3
| H\_ . 4 .Il .ll >
b i :
UDPglc
GDPman
UDPglcA

Abbildung 2: Modell der Xanthansynthese. Die Synthese findet an der Membran von X.
campestris statt, von wo aus das Xanthan direkt in das AuRenmedium abgegeben werden kann.
Die grinen Kasten zeigen die Proteine, welche fir die Synthese benétigt werden (Vorhdlter et
al., 2007).
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2.1.2 Nutzung und Fermentation von Xanthan
AuBer der fir das Bakterium wichtigen Nutzung des Xanthans als Schutz vor &ufleren

Einflissen ergeben sich auch mdgliche Anwendungen in der Industrie. Durch seine
interessanten rheologischen Eigenschaften findet es Verwendung in einem breiten Spektrum
von Bereichen, z.B. in der Lebensmittelindustrie. Schon in geringen Konzentrationen weist
Xanthan im Gegensatz zu anderen Hydrokolloiden eine hohe Viskositat auf. Dariiber hinaus
ist die Viskositat sowohl Uber einen groRen pH-Bereich stabil (pH 2-12), sowie auch Uber
einen breiten Temperaturbereich anndhernd konstant (bis zu etwa 80 °C). Aufgrund seiner
hohen Viskositdt wird Xanthan sowohl in der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie als

Verdickungsmittel, als auch in der Erdélgewinnung eingesetzt (Hublik, 2012).

Die Gewinnung von Xanthan flr industrielle Zwecke basiert auf Fermentation. X. campestris
Zellen werden in einem Bioreaktor (s. Abbildung 3) auf einem stickstoffhaltigen
Zuckermedium (Glucose, Sucrose oder Starke) unter Zufiihrung von Sauerstoff aufgezogen,
bis sie eine GroRe erreicht haben, bei der sie anfangen Xanthan zu synthetisieren. Hierbei
werden die physiologischen Bedingungen so konstant wie moglich gehalten. Die Temperatur
wird zwischen 28 und 32 °C reguliert, der pH-Wert liegt zwischen 6,5 und 7,5. Nach der
Exkretion des Xanthans durch X. campestris in das umgebende Medium, wird die Kultur
erhitzt um die noch lebenden Zellen abzutéten und die Enzyme, welche vom Bakterium zum
Polysaccharidabbau gebraucht werden, zu denaturieren. Darauf folgt die Fallung des
Xanthans durch Isopropanol, die Abtrennung erfolgt dann mittels Zentrifugation oder
Filtration. In den letzen Schritten wird das noch feuchte Xanthan erst getrocknet und
schlie3lich gemahlen (vgl. Abbildung 4). Am Ende liegt es als weiles, geschmacksneutrales
Pulver vor, welches mit Wasser gemischt die typisch viskose Ldsung ergibt, die z.B. als

Verdickungsmittel eingesetzt werden kann (Hublik, 2012).

Xanthan kann auf vielféltige Art und Weise angepasst und verandert werden, so dass es flr
jeden Anwendungsbereich spezifische Bedingungen erfillt. Die Verdnderungen finden dabei
auf mehreren Ebenen statt. Es kénnen entweder Verénderungen der Molekularstruktur (z.B.
Hinzufiigen oder Abtrennen von Acetyl- oder Pyruvatgruppen an den Mannoseseitenketten),
Veranderungen wahrend der Aufreinigung (z.B. Abtrennen der abgetdteten Bakterienzellen
durch Zentrifugation) oder Veranderungen des Endprodukts (z.B. Hinzufligen eines
Emulgators) vorgenommen werden (Hublik, 2012). Je nach Bedarf und Anwendungsbereich

kommen andere Methoden zum Einsatz.



Abbildung 3: Ein Bioreaktor, in welchem Xanthan durch die X. campestris Zellen synthetisiert
wird. Mithilfe von Feedback-Mechanismen werden die physiologischen Parameter
(Temperatur, pH-Wert, Sauerstoffsattigung) konstant gehalten. Das Bild zeigt den Aufbau der
Arbeitsgruppe Proteom- und Metabolomforschung von Prof. Dr. Niehaus an der Universitat
Bielefeld.
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Abbildung 4: Herstellungsprozess von Xanthan. Die Bakterien werden in einem Bioreaktor mit
stickstoffhaltigem Nahrmedium aufgezogen, in welchem Temperatur, pH-Wert und
Sauerstoffsattigung annahernd konstant gehalten werden. Nach der Bildung des Xanthans
durch die X. campestris Zellen wird die Kultur erhitzt, das Xanthan mit Isopropanol gefallt und
abzentrifugiert, getrocknet und schlussendlich gemahlen (Hublik, 2012).



2.1.3 Polymermodelle
(Bio-)Polymere wie Xanthan lassen sich physikalisch durch verschiedene Modelle

beschreiben, um deren intrinsische Eigenschaften darzustellen. Die Modelle unterscheiden

sich hinsichtlicher ihrer Annahmen und Komplexitét.

Das einfachste Modell zur Beschreibung von Polymeren stellt das sogenannte Modell der frei
beweglichen Kette (engl: freely-jointed chain (FJC)) dar. Hierbei wird ein Polymer in
Monomere, einzelne, steife Teilstiicke der Lange L unterteilt. Diese kdnnen sich in alle
Richtungen frei bewegen, wobei Wechselwirkungen der Molekile untereinander
vernachlassigt werden (Ogden et al., 2006 und Rubinstein und Colby, 2003 (S. 52)).

Eine Verbesserung des Freely-Jointed-Chain-Modells ist durch das Modell der Freely-
Rotating-Chain (FRC) gegeben. In diesem Modell wird das Polymer ebenfalls, wie im Freely-
Jointed-Chain-Modell, durch steife Teilsticke der Lange L modelliert, dessen
Wechselwirkungen vernachléssigt werden. Allerdings werden hier die festen Bindungswinkel
zwischen den einzelnen Segmenten miteinbezogen. Das Polymer kann so keine
Bindungsrotation mehr eingehen, es ist nur noch Torsionsrotation méglich (Kratochvil und
Suter, 1989). Das Freely-Jointed-Chain-Modell, sowie das Freely-Rotating-Chain-Modell

koénnen aufgrund ihrer Annahmen nur auf flexiblere Polymere angewendet werden.

Das Modell der wurmartigen Kette (engl.: worm-like chain (WLC)) stellt das komplexeste der
drei Modelle dar und kann als Spezialfall des Freely-Rotating-Chain-Modells angesehen
werden (Rubinstein und Colby, 2003 (S. 57)). Dem Modell liegt die Annahme zugrunde, dass
ein Polymer als ein Stab angesehen werden kann, welcher sich durch thermische
Fluktuationen zufallig bewegt (Bustamante et al., 2003). Mit diesem Modell kénnen samtliche
lineare Polymere beschrieben werden, wobei es am besten flr steife Polymere geeignet ist
(Kratochvil und Suter, 1989 und Rubinstein und Colby, 2003 (S. 57)). Es kdnnen zum
Beispiel Kraftkurven mittels des Worm-Like-Chain-Modells modelliert werden (Abels et al.,
2005):

F:(I%:T). 4(%)2_%-'_1% (1)
c

mit kg = Boltzmann Konstante (1,38 10‘23@, T = Temperatur (in Kelvin), L, =

Persistenzlange, L. = Konturlange und x = Auslenkung (Marko&Siggia, 1995).



Um strukturelle Parameter von Polymeren zu beschreiben nutzt man die dem worm-like chain
Modell zugrundeliegende Persistenzlange, welche die Steifheit eines Polymers beschreibt
(Waigh, 2007 (S. 171)). Je groler die Persistenzlénge, desto steifer ist das Polymer. Fiir semi-
flexible Polymere berechnet sich die Persistenzldnge (ber die Lange, auf welcher die
Tangenten an den Monomeren des Polymers ihre Korrelation verlieren (vgl. Abbildung 5)
(Waigh, 2007 (S. 172)):

l

(cosB) = e stp 2)
mit 6 = Winkel zwischen zwei Monomeren die sich in einem Abstand der Lange | zueinander

befinden und s = ein Oberflachenparameter (Lamour et al., 2014). Hieraus erhalt man fur die
Persistenzlange Lp (Abels et al., 2005):

l

Lp = In(cos 8) (3)

Die Konturlange L. eines Polymers stellt die aufaddierte L&nge dessen einzelner Teilstlicke
dar (Fixman und Kovac, 1973):

Le=n-1 4)

Auch Xanthan l&sst sich mittels des WLC Modells darstellen (Shatwell et al., 1990).

Abbildung 5: Darstellung der Methode zur Berechnung der Persistenzlange Lp. 0 ist der Winkel
zwischen zwei Tangenten an der Kontur zweier Monomere des Stranges, welche sich in einem
Abstand | voneinander befinden. Die Persistenzldnge ist dann definiert als die Lange, auf
welcher die Tangenten ihre Korrelation verlieren (Lamour et al., 2014).



2.2 Rasterkraftmikroskopie
Der Auflosungsbereich normaler optischer Mikroskope ist durch die Beugung von Licht auf

etwa die Hélfte der Wellenlange des verwendeten Lichts (%) begrenzt (Lipson et al., 1997 (S.

212-214)). Die kleinstmdgliche Auflésung liegt somit in einem Bereich von ca. 200-300 nm.
Dieser Bereich liegt oft uber der Grélie von bedeutsamen biologischen Strukturen, wie zum
Beispiel der Desoxyribonukleinsdure (DNS), welche nur einen Durchmesser von ungefahr
zwei Nanometern aufweist (Campbell und Reece, 2009 (S. 430)).

Um diese Strukturen gut abbilden zu kdnnen, werden andere Techniken gebraucht als die
herkdmmliche optische Mikroskopie. Rastersondentechniken, welche in diesen Bereichen
auflosen kdnnen, haben in den letzten Jahrzehnten stark an Popularitat zugenommen und sind
heute aus den Laboren nicht mehr wegzudenken. Allen Rastersondentechniken ist gemein,
dass sie keine Linsen bendtigen, sondern dass die Oberflaiche der Probe mithilfe einer
idealerweise atomar feinen Spitze abgerastert wird (Morris et al., 1999 (S. 5)). Das
sogenannte Rasterkraftmikroskop (RKM, engl.: Atomic Force Microscope (AFM)) ist eine
Weiterentwicklung des von Gerd Binnig und Heinrich Rohrer 1982 entwickelten
Rastertunnelmikroskops (RTM, engl.: Scanning Tunneling Microscope (STM)). Der Vorteil
des Rasterkraftmikroskops gegentber dem Rastertunnelmikroskop ist, dass die Probe, sowie
die Oberflache nicht leitend sein miissen, was die Handhabung der Proben stark vereinfacht
(Weitze, 2003 (S.6, 21-23)).

2.2.1 Aufbau und Methode der Messung

Das Hauptelement des Rasterkraftmikroskops ist der Cantilever, welcher eine typische Lange
zwischen 100-200 um besitzt und dessen Ende aus einer sehr feinen Spitze besteht (s.
Abbildung 6) (Méntele, 2012 (S.259/260)). Diese Spitze wird bis auf wenige Nanometer an
die Probe herangebracht (Nahfeld-Mikroskopie). Die Probe wird auf einem Scanner mit
piezoelektrischen Stellelementen angebracht, welcher in x-, y- und z-Richtung verstellt
werden kann. So ist es moglich, die Probe an einer bestimmten Stelle unter dem Cantilever zu
positionieren. Auf die Rickseite des Cantilevers wird ein Laserstrahl gerichtet, welcher vom
Cantilever auf eine 4-Quadranten-Diode reflektiert wird. Wéhrend einer Messung wird die
Spitze zeilenweise Uber die Probenoberflache gefiihrt, so dass sich der Laserstrahl auf den
vier Quadranten der Diode aufgrund der unterschiedlichen Erhebungen und Vertiefungen der
Probe verschiebt. Der Intensitatsunterschied des Lasersignals auf den Quadranten der Diode
wird als MaR fir die Auslenkung des Cantilevers verwendet und in ein Signal umgewandelt,
welches am Computer ein Bild der Topographie der Probe liefert. Im Falle einer 4-
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Quadranten-Diode lassen sich vertikale von lateralen Bewegungen, z.B. Reibung,

unterscheiden (Morris et al., 1999 (S. 7)).

Aufgrund der Geometrie der Spitze des Cantilevers kommt es bei relativ schmalen und
flachen Proben zu einem Ph&nomen, welches allgemein als "probe broadening” bekannt ist.
Da die Spitze des Cantilevers breiter ist als viele biologische Proben, stellt das erhaltene
rasterkraftmikroskopische Bild eine Faltung der Topographie der Probe mit der
Spitzengeometrie dar (Morris et al., 1999 (S.32-33, 61)).

Laser

4-Quadranten
Photodetektor

Kraftsensor + Spitze

Datenaufnahme
>

L

Regelung

Abbildung 6: Aufbau eines Rasterkraftmikroskops (schematisch). Das Mikroskop besteht aus
einem piezoelektrisch verstellbaren Tisch auf welchem die Probe angebracht wird. Mit dem
Cantilever wird die Probe abgerastert, eine Diode registriert mithilfe eines Lasers die Bewegung
des Cantilevers auf der Probe. Diese Informationen werden Uber die Regelelektronik an den
Computer gesendet (Harder, 2009).



2.2.2 Kraftwechselwirkungen
Bringt man die Spitze des Cantilevers in das Nahfeld der Probe, so kommt es zu

interatomaren Wechselwirkungen zwischen den Atomen der Spitze sowie den Atomen der
Probenoberflache. Die Kréfte, welche bei der Wechselwirkung der Spitze mit der
Probenoberflache eine Rolle spielen, kénnen sowohl kurzreichweitig als auch langreichweitig
sein. Zu den kurzreichweitigen Kraften gehdren die Pauli-Absto3ung (Reichweite ca. 0,1 nm),
die sich dadurch ergibt, dass die Elektronen zweier voll besetzter Orbitale sich gegenseitig
abstoRen, da keine zwei Elektronen mit den gleichen Quantenzahlen gleichzeitig am selben
Ort sein konnen. Auch die Kapillarkraft (Reichweite bis 10 nm) gehort zu den
kurzreichweitigen Kraften. Sie kommt dadurch zustande, dass ein dinner Flussigkeitsfilm
und/oder Kondenswasser einen Meniskus bilden, welcher den Cantilever zur Oberflache
zieht. Zu den langreichweitigen Kraften zdhlen die Coulombkraft (>100 nm Reichweite)
sowie die van-der-Waals-Kraft (Reichweite ca. 100 nm) (Meyer, 1992 und Sarid und Elings,
1991). Die Coulombkraft tritt ausschlielich zwischen lonen auf. Diese ziehen sich bis auf
eine gewisse Entfernung stark an, kommen sie sich jedoch zu nahe, so kommt die Pauli-
AbstoBung zum Tragen. Im Gegensatz zu der Coulombkraft entstehen van-der-Waals-Krafte
auch zwischen ungeladenen Atomen. Dies kommt dadurch zustande, dass die
Ladungsverteilung in Atomen oder Molekilen fluktuiert, wodurch auch in ungeladenen
Atomen oder Molekiilen kurzzeitig Dipole entstehen, welche in anderen Molekilen ebenfalls
einen Dipol induzieren konnen (Morris et al.,, 1999 (S. 44-49)). Die genannten
Wechselwirkungen lassen sich durch das Lennard-Jones-Potential als Funktion (s.
Abbildung 7) des Abstands r beschreiben, welches sich aus einer abstoRenden sowie einer

anziehenden Komponente zusammensetzt:

s =45~ ()] ®

Hierbei sind ¢ ein Abstandsparameter und € ein Energieparameter, welche materialabhéngig
sind (Cotterill, 2008 (S. 33-36)). Bei kleinen Abstdnden zwischen Cantilever und Probe
kommt es zu einer AbstoBung, wobei der Cantilever von der Oberflache ausgelenkt wird, bei
grolReren Abstdanden kommt es zu einer attraktiven Kraft, wodurch der Cantilever zur
Probenoberflache hin ausgelenkt wird (Mantele, 2012 (S.261/262)). Wird der Abstand r groR,
so strebt das Potential ¢ gegen Null und die Wechselwirkungskrafte verschwinden. Die
attraktiven und repulsiven Kréfte die den Cantilever auslenken, werden durch den Laser und
die Quadranten-Diode detektiert.
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Abbildung 7: Das Lennard-Jones-Potential fur interatomare Krafte (Cotterill, 2008 (S. 34)).

2.2.3 Betriebsmodi

Es wird generell zwischen zwei Messmodi unterschieden, dem Kontakt-Modus und dem
Nichtkontakt-Modus. Beim Nichtkontakt-Modus ("Non-Contact Mode™) wird die Spitze in
einem gewissen Abstand Uber die Probenoberflache gefiihrt, beim Kontakt-Modus ("Contact
Mode") beruhrt die Spitze die Probe wahrend der gesamten Messung. Hier kann es zu
lateralen Kréaften kommen, die unter Umstanden die Probe beschadigen kénnen, insbesondere
wenn es sich um empfindliche biologische Molekule handelt. Diese lateralen Kréfte lassen
sich durch die Nutzung des "Tapping"-Modus (“Intermittent-Contact Mode™) minimieren
(Meyer, 1992). Hierbei wird der Cantilever mit einer Sinusfrequenz in Schwingung versetzt,
welche nahe bei seiner Resonanzfrequenz w, liegt und schwingt so mit der Frequenz f;, und
einer Amplitude A, (Legleiter, 2009). Der Cantilever beruhrt die Probe in diesem Modus
immer nur am unteren Umkehrpunkt der Schwingung (Rademacher, 2007). Wird der
Cantilever dann nahe an die Probe gefahren, so verringert sich durch die oben genannten
interatomaren Kraftwechselwirkungen die freie Amplitude A,, so dass eine gedadmpfte
Amplitude A erreicht wird. Wiéhrend der Messung werden dann die vertikalen Anderungen
der Scannerposition aufzeichnet (Legleiter, 2009). Diese Informationen werden genutzt um

ein Bild der Topographie der Probe zu erzeugen.
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2.3 Versuchsspezifische Informationen und Motivation
In der vorliegenden Arbeit wurde die Struktur unterschiedlicher Arten von Xanthan, welche

von verschiedenen X. campestris Stammen sekretiert wurden, mittels Rasterkraftmikroskopie
untersucht. Die verschiedenen Xanthanarten wurden von einem Ausgangsstamm sowie von
Mutanten von X. campestris synthetisiert. Da Xanthan industriell vor allem als
Verdickungsmittel eingesetzt wird, ist das Bestreben nach einem mdglichst viskosen Xanthan
sehr hoch, um es einfach und in geringen Mengen einsetzen zu kdnnen. Um mehr und
viskoseres Xanthan herstellen zu koénnen, als es der Wildtyp produziert, wurde der Wildtyp
auf die Xanthanproduktion selektiert. In die Bakterien dieses Ausgangsstammes wurden
wiederum selektiv Mutationen eingefuigt, um herauszufinden ob diese Stamme viskoseres

Xanthan synthetisieren konnen (Steffens, 2015, unpubliziert).

In Kooperation mit der Firma Jungbunzlauer AG in Pernhofen, Osterreich wurden einige der
Mutanten des Ausgangsstammes produziert und auf ihre Xanthanproduktion getestet. Den
Mutanten fehlte dabei entweder die Flagelle oder die Flagelle mitsamt dem Basalapparat. Um
mithilfe der Flagelle eine gerichtete Bewegung durchzufihren, ist ein Protonengradient
erforderlich. Durch Protonenpumpen werden H*-lonen aus der Zelle transportiert, die
Rickdiffusion dieser lonen treibt dann den Flagellenmotor (Basalapparat) an (Campbell und
Reece, 2009 (S.749 - 750)). Die Nutzung und Erhaltung der Flagelle kostet das Bakterium
aufgrund der Beteiligung der Protonenpumpen viel Energie in Form von Adenosintriphosphat
(ATP). Wahrend der Kultivierung von X. campestris ist die Flagelle nicht erforderlich, die
Energie wird unnétig in ihre Erhaltung investiert. Es wurde vermutet, dass Bakterien mit
fehlender Flagelle die Energie in die Xanthanproduktion investieren koénnen. Bei
Viskositatsmessungen konnte bestatigt werden, dass die Mutanten von X. campestris, welchen
die Flagelle bzw. der Basalapparat fehlten, viskoseres Xanthan als der Ausgangsstamm

produzierten (Steffens, 2015, unpubliziert).

Weiterhin wurden Mutanten produziert, welche chemisch verandertes Xanthan synthetisieren.
Dem synthetisierten Xanthan fehlten entweder eine Acetylgruppe oder eine negativ geladene
Pyruvatgruppe, welche normalerweise an der Mannoseseitenkette der Pentasaccharideinheiten
gebunden sind. Es wurde vermutet, dass die Anderung in der Struktur des Xanthans eine
Auswirkung auf dessen mechanische Parameter sowie dessen Viskositdt hat. Diese
Vermutungen wurden schon friiher unter anderem von Sandford et al. (1977), Smith et al.
(1981) und Bradshaw et al. (1983) aufgestellt, wobei es zu unterschiedlichsten Ergebnissen

kam.
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Die von Steffens (2015, unpubliziert) gemessenen Viskositatswerte zeigten, dass acetatfreies
Xanthan in etwa die Viskositat des Ausgangsstammes aufwies, wohingegen das pyruvatfreie
Xanthan eine deutliche héhere Viskositat besaR.

Um herauszufinden, warum die Viskositaten der Xanthane der X. campestris Mutanten sich
von der des Ausgangsstammes unterscheiden, wurden die Messungen der verschiedenen
Arten von Xanthan am Rasterkraftmikroskop durchgeftiihrt. AulRerdem sollten die Messungen
zur Aufklarung der strukturellen und mechanischen Parameter des Xanthans dienen. Die
erhaltenen mikroskopischen Daten der Xanthanarten sollen anhand ihrer strukturellen
Parameter verglichen und unter anderem im Zusammenhang mit den unterschiedlichen

Viskositatswerten diskutiert werden.

Die folgenden Sachverhalte wurden experimentell Gberprift. Es wurde vermutet, dass das
Xanthan der X. campestris Stdamme, welche Xanthan mit veranderter Molekularstruktur
(acetatfreies und pyruvatfreies Xanthan) produzieren, mit hoherer Wahrscheinlichkeit
Doppelstrange bildet als das Xanthan des Wildtyps. Aus Vorversuchen ist bekannt, dass der
Wildtyp von X. campestris zu einem Grol3teil einzelstrangige Polymere synthetisiert, was sich
aufgrund der Hohen der mit dem Rasterkraftmikroskop gemessenen Bilder erkennen lieR
(Walhorn  und Al-Hamood, 2015, unpubliziert). Durch die Verdnderung der
Ladungsverteilung des Xanthans aufgrund der Deacetylierung bzw. Depyruvatisierung konnte
es deswegen vermehrt zur Bildung von Doppelstréngen kommen. AulRerdem wurde vermutet,
dass die Konturlange keine Auswirkungen auf die Viskositaten der Xanthane der X.
campestris Stamme hat. Liegen lange Polymere in der Probe vor, so sollten diese in
Wechselwirkungen mit anderen Molekdlen in etwa die gleichen Auswirkungen besitzen wie
viele kurze Polymere. Die Lénge der Strange sollte so fir die Viskositat nicht von
entscheidender Bedeutung sein. Desweiteren wurde vermutet, dass sich die Persistenzlange
der Xanthanstrange auf die Viskositat der Xanthane auswirkt. Xanthanstrange welche eine
hohere Steifigkeit, also eine hohere Persistenzlange aufweisen, sind in ihren
Bewegungsmaglichkeiten eingeschrénkter als flexiblere Polymere. Daraus resultiert, dass
steifere Polymere mit anderen Polymeren festere Bindungen eingehen und so die Viskositat

der Losung erhdhen sollten.
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Folgende Arbeitshypothesen wurden aufgestellt:

H,: Das acetatfreie, sowie das pyruvatfreie Xanthan sind signifikant hoher, als das des

Ausgangsstammes JBL0OO7.

H,: Die Konturlédnge der Xanthane hat keine Auswirkungen auf deren Viskositét in Lésung.

Hj: Steifere Polymere bilden eine viskosere Losung als flexiblere Polymere.
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3. Material und Methoden

3.1 Proben und Préparation
Als Proben dienten verschiedene Arten von Xanthan, welche von der Arbeitsgruppe Proteom-

und Metabolomforschung der Universitat Bielefeld aus Xanthomonas campestris pv.
campestris Kulturen extrahiert und fir diese Arbeit zur Verfugung gestellt wurden.
Untersucht wurden das Xanthan eines Ausgangsstamms (JBLO07) und das Xanthan von finf
Mutanten des Ausgangsstamms JBLOO7 (iFliM, iFIiC, i2791, acetatfreies- und pyruvatfreies
Xanthan (s. Tabelle 1)). Der X. campestris Stamm JBLO007 entstand durch Selektion des

Wildtyps B100 auf die Xanthanproduktion. Alle verwendeten Proben lagen in deionisiertem
Wasser gel6st und in einer Ausgangskonzentration von 1 % vor. Jede der Proben wurde vor

der Préaparation mit MilliQ-Wasser soweit verdinnt, dass auf den Mikroskopiebildern
Einzelstrdnge abgebildet werden konnten. Die Verdunnungen lagen fir die sechs Proben im
Bereich zwischen 1:100 und 1:500. Um das Xanthan mit dem Rasterkraftmikroskop abbilden
zu konnen, wurde zuerst ein Stiick Glimmer ("Mica™) zurechtgeschnitten und die Kanten
abgerundet. Das fertige Stick Glimmer wurde 2-3 Mal mit Klebeband gespalten um eine
saubere Oberflache zu erhalten. Dann wurden 5 wul der verdinnten Probe auf das
Glimmerplattchen pipettiert und fir etwa 20-30 Sekunden inkubiert. Das Glimmerpléttchen
wurde anschliefend mit Stickstoff abgeblasen und getrocknet. Mit doppelseitigem Klebeband
wurde die Probe auf ein Metallpl&ttchen (@ 1,5 cm) geklebt und mithilfe einer Pinzette an den
Réandern festgedrickt.

Tabelle 1: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit genutzten Arten von Xanthan. Die Bezeichnungen
und Eigenschaften beziehen sich auf das Bakterium X. campestris beziehungsweise deren

Mutanten.

Xanthanart Bezeichnung Eigenschaft

Ausgangsstamm JBLOO7 Selektiert auf Xanthanproduktion

Mutante von JBL007 iIFIliC Flagelle fehlend

Mutante von JBL0O07 iFliM Basalapparat und Flagelle fehlend

Mutante von JBL0O7 12791 Gennummer; Produkt der
Proteinbiosynthese fiir dieses Gen
unbekannt

Mutante von JBLO07 | acetatfrei Acetylgruppe des Xanthans fehlend

Mutante von JBLO07 | pyruvatfrei Pyruvatgruppe des Xanthans fehlend
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3.2 Software und Einstellungen des AFMs
Die Visualisierung des Xanthans erfolgte an zwei verschiedenen Rasterkraftmikroskopen

(Bruker, USA), am Multimode 5, sowie am Multimode 8 (s. Abbildung 8). Die
rasterkraftmikroskopischen Messungen wurden in der Arbeitsgruppe Experimentelle
Biophysik und angewandte Nanowissenschaften an der Universitat Bielefeld durchgefiihrt.

Die fertige Probe wurde auf einem magnetischen Probenhalter fixiert, der Cantilever wurde in
die 3-Punkt-Halterung eingelegt und ebenfalls fixiert. Fir die Messungen wurden Cantilever

aus Silizium mit einer Aluminium-Reflex Beschichtung, einer Resonanzfrequenz von
300 kHz und einer Federkonstanten von 40 % genutzt (BudgetSensors, Bulgarien). Der Laser

wurde auf die Spitze des Cantilevers gerichtet und die Probe soweit wie mdglich manuell
angenahert. Hierbei wurden Abbruchkanten der Glimmeroberflache scharf gestellt und dann
so lange angenahert, bis der Cantilever wieder scharf auf dem Bildschirm erkennbar war. Das
Signal fur die vertikale und horizontale Abweichung des Lasers wurde vor Beginn der
Messung auf Null gestellt. Ein Dampfungstisch TS150 (TableStable LTD, Schweiz) sorgte
wéhrend der Messungen fir die notwendige Dampfungsabschirmung, sowie eine

Gerduschhaube (Park Systems, Korea) flr die Gerduschabschirmung.

In der Software Nanoscope (Versionen 5.30 und 8.15) wurden die Einstellungen des
Cantilevers vorgenommen (manuell oder per ,Auto Tune“-Funktion), so dass die
Zielamplitude etwas unter der Resonanzfrequenz des Cantilevers lag (Abweichung vom Peak
der Funktion ungefahr 3-5 %). Die Anzahl der Bildpunkte wurde auf 512 pro Zeile eingestellt
um ein scharferes und detailreicheres Bild zu erhalten. Fir Ubersichtsaufnahmen (5 ym und
groRer) wurde die Anzahl der Bildpunkte auf 1280 pro Zeile gestellt. Beim Starten der
Messung néhert das Programm den Cantilever automatisch soweit an die Probe an, wie es fir
die Messung notwendig ist. Finf bis zehn Sekunden nach dem Starten der Messung wurde der
Cantilever wieder von der Probenoberflache abgehoben um die Cantilevereinstellungen
nochmals zu uberpriifen. Nach erfolgter Uberpriiffung wurde schlieBlich die Messung
durchgefuhrt.
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Abbildung 8: Das Multimode 8 (Bruker, USA) mit Steuerungselektronik.

3.3 Datenanalyse
Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mittels der frei erhéltlichen Software Gwyddion

(Version 2.4.2). Die weitere Analyse der Daten wurde mithilfe des Programmes Easyworm

sowie des Statistikprogrammes R (Version 3.2.2) durchgefuhrt.

Im Programm Gwyddion wurde gegebenenfalls mittels einer 2D Fast-Fourier-Transformation
das Rauschen aus den Rasterkraftmikroskopiebildern herausgefiltert. Bei den (gefilterten)
Bildern wurden dann die horizontalen Fehlerzeilen korrigiert, sowie die Daten nivelliert. Bei
allen Bildern wurde der Minimalwert der Hohenverteilung als Nullpunkt gesetzt, als auch die
Farbskalierung fir jedes Bild angepasst.

In Gwyddion konnten dann die Hohen der Xanthanstrange bestimmt werden (vgl. Abbildung
9). Die Hohe eines Einzelstranges wurde aus finf HOohenwerten gemittelt, die Mittelwerte
aller Einzelstrange einer Probe wurden erneut gemittelt um daraus einen Gesamtmittelwert fir
eine Probe zu erhalten. Die bearbeiteten Bilder, sowie gegebenenfalls die Hohenprofile des
Xanthans wurden im JPEG-Format oder als Bitmap-Dateien gespeichert, um sie unter

anderem im Programm Easyworm weiterverwenden zu kdnnen.
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Im Programm Easyworm 1 konnten die Bitmap-Dateien genutzt werden, um die Kontur der
einzelnen Strange anzufitten (vgl. Abbildung 10). In Easyworm 2 wurden die strukturellen
und mechanischen Parameter (Persistenz-, sowie die Konturldngen der verschiedenen
Xanthanarten) anhand der in Easyworm 1 aufgenommenen Daten bestimmt. Flr jede Probe
wurde der Gesamtmittelwert aus allen gemessenen Einzelstrangen ermittelt. Fir das
pyruvatfreie Xanthan konnten nur einige wenige Polymere mit dieser standardisierten
Auswertung untersucht werden, da dessen Struktur in vielen Fallen eine korrekte Berechnung
der Persistenz- und Konturlange mit Easyworm nicht zulieR. Fir diese Poylmere wurden

strukturelle Auffélligkeiten einzeln herausgearbeitet und diskutiert.

Im Statistikprogramm R wurde die Verteilung der Hohenmittelwerte, die Verteilung der
Mittelwerte der Konturldnge der einzelnen Strdnge sowie die Verteilung der Mittelwerte der
Persistenzlange einer Probe mittels eines Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung getestet.
Da nur in wenigen Fallen eine Normalverteilung vorlag, wurde ein U-Test nach Mann-
Whitney (nicht-parametrisch) durchgefiihrt, um signifikante Unterschiede in den Verteilungen
zwischen den verschiedenen Xanthanarten zu finden. Die Signifikanzgrenze wurde

standardméBig auf o = 5% gesetzt.

Um herauszufinden ob eine Verbindung zwischen der Konturldnge und der Viskositat, der
Persistenzlange und der Viskositdt und der Hohe und der Viskositidt besteht wurden
Spearman’sche Rangkorrelationskoeffizenten (r;) fur die Daten berechnet. Desweiteren
wurden fur die Hohenverteilung und die Verteilung der Konturldangen der Xanthanarten

Histogramme sowie Boxplots erstellt.

Angegebene Werte in dieser Arbeit sind der errechnete Mittelwert + Standardabweichung.
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Abbildung 9: Beispielhafte Darstellung der H&henmessung an zwei Stellen eines einzeln
liegenden Strangs in Gwyddion. Links: AFM-Bild mit Hoéhenlinien. Rechts: Hohenprofile an
den im linken Bild gemessenen Stellen. Die schwarze Kurve steht fur die Hoéhenlinie mit
Kennung ,,1%, die rote Kurve fir die Hohenlinie mit Kennung ,,2*. Der Strang mit Kennung ,,1*
hat eine Hohe von 0.44nm, der Strang mit Kennung ,,2* eine Héhe von 0.35 nm.

T ]

Selecl liciat Map.

ANz 721 2.300_22.09 15 (5L .2amang

— V= § e s R i on.
"5 | prx pm

S1a ¥ sl

int Chan

‘ Sen: FENg

Filhgparretes 2
Humzer of Knoks 3

Kule w41 2 T 101

e | |

Abbildung 10: Prinzip des Anfittens im Programm Easyworm 1. Links:
Rasterkraftmikroskopiebild eines einzeln liegenden Strangs von Xanthan. Rechts: Mithilfe von
Easyworm 1 erstellter Fit der Kontur des Stranges.
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4.Ergebnisse und Diskussion

4.1 Xanthan JBL007
Das Xanthan JBLO07 wurde von einem Ausgangsstamm des Bakteriums X. campestris,

welcher durch Selektion auf die Xanthanproduktion entstand, synthetisiert.

Die exkretierten Xanthanstrdnge (s. Abbildung 11) hatten einen Hohenmittelwert von
x=0.30nm + 0.06 nm (n=16) (s. Abbildung 12). Anhand des Histogramms l&sst sich
erkennen, dass die Héhe der Probe sehr homogen war, da die Variationsbreite nur 0.17 nm
betrug (flachster Strang: 0.22 nm und héchster Strang: 0.39 nm). Ungeféhr ein Drittel der
Stréange der Probe lagen mit ihrer Hohe im Bereich zwischen 0.20 nm und 0.25 nm. Die
anderen zwei Drittel teilten sich auf den Bereich zwischen 0.25 nm und 0.40 nm auf.
Aufgrund der Hohe der Strénge ist davon auszugehen, dass die Polymere der Probe JBL0O7
uberwiegend als Einzelstrdnge vorlagen. Nur an manchen Bereichen (z.B. markierter Bereich
in Abbildung 11) war ein deutlich hoherer Abschnitt eines Strangs erkennbar. Der Strang
erscheint sehr flexibel und in einigen Féllen auf sich zuruckgefaltet zu sein. Der erhohte
Bereich in Abbildung 11 lag bei etwa 1.4 nm, wahrend der restliche Strang eine ungeféhre
Hohe von 0.35 nm hatte.

Die Konturlange der Probe lag bei X = 2453 nm + 2189 nm (n = 16), wobei der l&ngste Strang
eine Lange von 7978 nm und der kirzeste nur eine Lange von 271 nm aufwies. Die Probe lag
von den gemessenen Proben im oberen Bereich der Konturldngen. Die hohe
Standardabweichung lasst auf die hohe Variabilitat der Strangldngen schlief3en. Die Polymere
werden von X. campestris dementsprechend in Bezug auf die L&nge sehr inhomogen
synthetisiert und exkretiert, was flir Polysaccharide wie Xanthan normal ist (Van der Maarel,
2008 (S.10)). Die Persistenzlange der Probe lag im Mittel bei X =33 nm + 4 nm (n = 16) und
damit im unteren Bereich der Persistenzldngen aller gemessenen Proben. Dies ist in
Ubereinstimmung mit den gemessenen Hoéhen der Strange. Da in der Probe iiberwiegend
Einzelstrdnge vorlagen, war eine geringe Persistenzlange zu erwarten. Ein Einzelstrang hat
aufgrund seiner Flexibilitdt mehr Freiheitsgrade als doppelstrangige Polymere. Eine geringe
Persistenzlange weist so auf eine geringere Steifigkeit des Molekils hin. Auch die in
Abbildung 11 erkennbaren hoheren Stellen innerhalb eines Polymers (ein Pfeil markiert den
Bereich) lassen sich auf diese Weise erkléaren. Ein von X. campestris exkretierter Einzelstrang,
der bei geringer Persistenzlange gleichzeitig eine hohe Konturldnge aufweist, bildet mit
hoherer Wahrscheinlichkeit enge Schlaufen, als ein doppelstrdngiges Polymer mit hoher
Persistenzlange.
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Bei einem doppelstrangigen Polymer wére die Wahrscheinlichkeit einer in sich homogenen
Hohe groler, da die Bewegungen des steiferen Polymers eingeschrankt waren (Abbildung 13)
und es so seltener zur Schlaufenbildung kommt. Das markierte Polymer in Abbildung 13 wies
einen einzelstrangigen Bereich (Hohe ungefahr 0.31 nm) mit relativ geringer Persistenzlange

(Lp =35 nm) auf, wahrend das letzte Stiick einen Doppelstrang (H6he ungefdhr 0.67 nm)

bildete. Der Doppelstrang hatte eine hohere Persistenzlange (Lp =80 nm) als der
einzelstrangige Bereich. Dartiberhinaus bildete der doppelstrangige Bereich keine Schlaufen,
wohingegen das Polymer in seinem einzelstrdngigen Bereich aufgrund der geringeren
Steifigkeit deutlich haufiger Windungen (hier, wie auch im folgenden nicht zu verwechseln

mit den helikalen Windungen) aufwies.

Bei Messungen der Viskositdt des Xanthans JBLO07 (1% Losung) (Steffens, 2015,
unpubliziert), wurde bei einer Scherrate von etwa 0.2 s™ eine Viskositat von 15090 mPas
ermittelt. Im Gegensatz zu hohen Schergeschwindigkeiten (bei einer Scherrate von 56 s™
wurde eine Viskositat von 210 mPas gemessen), ist die Viskositat des Xanthans bei geringen

Schergeschwindigkeiten deutlich héher.

Die Probe JBL007 lag mit hoher Wahrscheinlichkeit tberwiegend einzelstrdngig vor, wobei
sich die Einzelstrange aufgrund ihrer geringen Steifigkeit immer wieder berkreuzten. Einige
hohere Bereiche der Probe sind aufgrund der sonst vorliegenden Homogenitdt der Hohe
vermutlich auf Uberlagerungen oder Zuriickfaltung des Strangs zuriickzufithren, was durch
die geringe Persistenzlange moglich wird. Verzweigungen der Polymere traten nicht auf, es
lagen ausschlieBlich Uberkreuzungen und Uberlagerungen vor. Die Probe wies bei geringen

Schergeschwindigkeiten eine hohere Viskositat auf als bei hohen Schergeschwindigkeiten.
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Abbildung 11: Rasterkraftmikroskopisches Ubersichtsbild (5x5 pm) der Probe JBL007. Die
Héhe der Polymere ist durch die Skala farbcodiert. Der rote Pfeil markiert den erhdhten
Bereich eines Strangs, welcher eine Hohe von 1.4 nm aufweist. Der restliche Strang hat eine
Héhe von 0.35 nm.
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Abbildung 12: Histogramm der Hohen der Einzelstrénge aus der Probe JBLO07 (n=16).
Aufgetragen ist die Hohe der Strange auf der X-Achse, sowie die Anzahl der Strange auf der Y-
Achse.
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Abbildung 13: Rasterkraftmikroskopisches Bild (1x1 um) der Probe JBLO07. Die Hohe der
Strukturen ist durch die Skala farbcodiert. Der mit einem roten Pfeil markierte Strang weist
sowohl einen einzelstrangigen (Héhe 0.31 nm), als auch einen doppelstrangigen Bereich (Hohe
0.67 nm) auf. Der doppelstrangige Bereich hat mit 80 nm eine mehr als doppel so hohe
Persistenzléange wie der einzelstrangige Bereich (Lp= 80 nm).
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4.2 Xanthan iFliC
Das Xanthan iFIliC stammte von einem Mutationsstamm des X. campestris Stammes JBLOO07.

Dem Bakterium fehlt das Protein Flagellin, welches ein Hauptbestandteil der bakteriellen
Flagelle ist. Dementsprechend fehlt dem X. campestris Stamm iFliC die Flagelle. Die exakte
Molekularstruktur des Xanthans dieses Stammes ist im Gegensatz zum Xanthan des Stammes
JBLO07 unbekannt, da nicht bekannt ist, inwieweit die Mutation im Genom des Bakteriums

Auswirkungen auf das synthetisierte Xanthan und dessen Struktur hat.

Die Xanthanstrange der Probe iFIliC (s. Abbildung 14) hatten eine mittlere HOhe von
x=0.32nm £+ 0.08 nm (n=16) (s. Abbildung 15). Damit lag die mittlere Hohe nur um
0.02 nm hdéher als bei JBLOO7. Die Variationsbreite von iFIiC war aber fast doppelt so groR
wie die von JBLOOQ7, sie lag bei 0.32 nm (flachster gemessener Strang: 0.18 nm und hdchster
Strang: 0.50 nm). Die meisten der gemessenen Strange (n = 13) lagen im Bereich zwischen
0.2 nm und 0.4 nm. Nur wenige Strange (n = 3) lagen darunter bzw. dartiber (vgl. Abbildung
15). Auch bei iFIiC ist davon auszugehen, dass das Xanthan aufgrund der Héhe der Stréange

groltenteils als Einzelstrang vorlag.

Die mittlere Konturldnge betrug X = 1429 nm + 1527 nm (n = 16), der langste Strang war
4843 nm und der kirzeste 173 nm lang. Die mittlere Konturlange der Probe lag im unteren
Bereich der Konturlangen aller gemessenen Xanthanproben, wobei die hohe
Standardabweichung hier ebenfalls die Variabilitat der Strangléangen verdeutlicht. Die Proben
JBLOO7 und iFliC waren sich in ihrer Hohe und der Variabilitdt der Stranglangen sehr
ahnlich. Der Unterschied lag in der Konturldnge, welche bei iFliC im Mittel deutlich geringer
war. Die mittlere Persistenzlange betrug x = 37 nm + 5 nm (n=16). Die geringe
Persistenzlange ist erneut in Ubereinstimmung mit den errechneten Hohenwerten der
Xanthanstrange, da Einzelstrange in ihren Bewegungsmaglichkeiten flexibler sind und aus
diesem Grund eine geringe Steifigkeit aufweisen. Die geringe Steifigkeit liel} sich an den
Strangen der Probe schon visuell gut erkennen (vgl. Abbildung 16). Das Polymer in
Abbildung 16 weist in geringen Abstdnden Windungen von 90 Grad und mehr auf, wodurch
man auf die geringe Persistenzlange (etwa 30 nm) schliel3en kann.

Die gemessene Viskositat des iFIiC Xanthans (1% Losung) lag uber der Viskositat des
Xanthans JBLO07, was besonders bei einer geringen Schergeschwindigkeit deutlich wurde.
iFliC wies eine Viskositat von 26170 mPas bei einer Scherrate von etwa 0.2 s auf. Im
Vergleich dazu hatte JBLOO7 nur eine Viskositdt von 15090 mPas bei gleicher Scherrate

(Steffens, 2015, unpubliziert).
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Das Xanthan der Probe iFIliC lag Uberwiegend als Einzelstrang vor und wies eine geringe
Steifigkeit (geringe Persistenzlange) auf. Hohere Bereiche in Windungen des Polymers lassen
sich durch die erkennbare Schlaufenbildung erklaren, die aufgrund der geringen
Persistenzlange maoglich ist. Wie auch bei der Probe JBL0OO07 lag iFliC ausschlieBlich ohne
Verzweigungen vor, es traten nur Uberkreuzungen auf. Die Viskositit war mit 26170 mPas

bei einer Scherrate von 0.2 s™ recht hoch.
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Abbildung 14: Rasterkraftmikroskopisches Ubersichtsbild (5x5 um) der Probe iFliC. Die Hohe
der Strange ist durch die Skala farbcodiert.
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Abbildung 15: Histogramm der Hohen der Einzelstrange aus der Probe iFIliC (n=16).
Aufgetragen ist die Hohe der Strénge auf der X-Achse, sowie die Anzahl der Strange auf der Y-
Achse.
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Abbildung 16: Rasterkraftmikroskopisches Bild (1x2 pum) der Probe iFliC. Die Hohe der
Strukturen ist durch die Skala farbcodiert. Es ist erkennbar, dass der Einzelstrang eine geringe
Persistenzléange (30 nm) aufweist.
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4.3 Xanthan iFliM
Im Gegensatz zum Bakterienstamm iFIliC, fehlt dem X. campestris Stamm iFIliM nicht nur die

Flagelle. Aufgrund einer Mutation fehlt den Bakterien zusatzlich auch der Basalapparat. Wie

bei iFIiC ist die exakte Molekularstruktur des synthetisierten Xanthans iFliM unbekannt.

Die Probe iFliM (s. Abbildung 17) hatte eine mittlere Hohe von x = 0.38 nm + 0.14 nm
(n=21) (s. Abbildung 18). Sie lag von den gemessenen Proben im mittleren Bereich der
Hohen. Die Variationsbreite war mit 0.6 nm sehr hoch, wobei der flachste Strang eine Hohe
von 0.16 nm erreichte und der hochste 0.76 nm. Ein Grolteil der gemessenen Strange hatte
eine Hohe zwischen 0.2 nm und 0.6 nm (n = 17), nur vier Strange lagen ober- und unterhalb
dieses Bereichs (vgl. Abbildung 18). Aufgrund der Héhenverteilung kann davon ausgegangen
werden, dass das Xanthan der Probe iFliM sowohl einzel- als auch in einigen wenigen Féllen
doppelstrangig vorlag. Im Gegensatz zu den bisher diskutierten Proben JBLO07 und iFliC,
kamen bei iFliM zum ersten Mal Strangh6hen Gber 0.5 nm vor (vgl. Abbildung 19). Das
markierte Polymer in Abbildung 19 hatte eine H6he von 0.8 nm, wahrend die restlichen
Strange eine mittlere Hohe von 0.4 nm aufwiesen. Der Hohenmittelwert von 0.38 nm |&sst
darauf schlieBen, dass in der Probe aber mehr Einzel- als Doppelstrdnge vorlagen.

Die Konturladnge der Probe betrug im Mittel X = 2764 nm + 2287 nm (n = 21), womit iFliM
die groRte Konturldnge aller gemessenen Proben besa. Auch hier lasst die hohe
Standardabweichung die Variabilitat der Strangldngen innerhalb der Probe erkennen. Der
kiirzeste Strang wies eine Lange von 391 nm auf, der langste war 7859 nm lang. Die
Persistenzlange lag bei X = 54 nm + 10 nm (n = 21). Wie auch die Konturldange war die
Persistenzlange von iFliM die groRte aller gemessenen Proben. Doppelstrangiges Xanthan
hatte dabei meist eine hohere Persistenzlange als Einzelstrange (vgl. Abbildungen 18 und 19).
Die markierten Doppelstrange in Abbildung 19, die die Form von Halbkreisen einnehmen,
hatten eine Hohe von 0.8 nm und eine Persistenzlange von etwa 67 nm, wohingegen die

Einzelstrdnge eine Hohe 0.4 nm und eine Persistenzlange von 38 nm aufwiesen.

Die von Steffens (2015, unpubliziert) gemessene Viskositat von iFIiM (1% Ldsung) lag bei
einer Scherrate von etwa 0.2 s bei 28760 mPas und damit in der GroBenordnung der
Viskositadt von iFIiC. Wie auch bei JBL0O07 und iFliC war die Viskositat bei niedrigen

Schergeschwindigkeiten besonders hoch.
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Die Probe iFliM lag sowohl einzel- als auch in wenigen Fallen doppelstrangig vor, wobei die
Anzahl der Einzelstrdnge uberwiegte, was sich in der mittleren Hohe von 0.38 nm
widerspiegelt. Fur die noch relativ geringe Hohe wies die Probe eine relativ hohe
Persistenzlange bei ebenfalls hoher Konturlange auf. Die Strdnge waren nicht verzweigt, sie
lagen nur gewunden und Uberkreuzt vor. Die Viskositdt des geldsten Xanthans war mit
28760 mPas (bei 0.168 s Scherrate) recht hoch.
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Abbildung 17: Rasterkraftmikroskopisches Ubersichtsbild (5x5 pm) der Probe iFliM. Die Hohe
der Polymere ist durch die Skala farbcodiert.
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Abbildung 18: Histogramm der Hohen der Einzelstrdnge aus der Probe iFliM (n=21).
Aufgetragen ist die Hohe der Strénge auf der X-Achse, sowie die Anzahl der Strange auf der Y-
Achse.
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Abbildung 19: Rasterkraftmikroskopisches Bild (1.5x1.5 pum) der Probe iFliM. Die Hohe der
Strukturen ist durch die Skala farbcodiert. Zu erkennen sind zwei mit einem Pfeil markierte
Doppelstrange (Hohe: 0.8 nm) mit hoher Persistenzlange (67 nm) und einige (nicht markierte)
Einzelstrange mit einer mittleren H6he von 0.4 nm und einer Persistenzlange von 38 nm.
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4.4 Xanthan i2791
Der Bakterienstamm 2791 von X. campestris weist eine unbekannte Mutation auf. Die

Mutation tritt im Gen 2791 des Genoms auf, das Produkt der Proteinbiosynthese fiir dieses
Gen ist unbekannt. Aus diesem Grund ist auch der Ph&notyp des X. campestris Stammes
12791, sowie die exakte Molekularstruktur des Xanthans nicht bekannt.

Das Xanthan der Probe i2791 (s. Abbildung 20) wies eine mittlere Hohe von
x=0.42nm £ 0.07 nm (n=15) auf (vgl. Abbildung 21). Die Variationsbreite war mit
0.27 nm relativ gering. Der flachste Strang hatte eine Hohe von 0.32 nm, der htchste war
0.59 nm hoch. Etwa die Halfte der Strange der Probe (n =7) lagen bei einer Hohe zwischen
0.36 nm und 0.42 nm. Die restlichen Strange (n = 8) teilten sich auf die Bereiche darunter und
darliber auf. Sechs Strdnge lagen zwischen 0.42 nm und 0.6 nm. Die Xanthanstrdnge der
Probe 12791 lagen vermutlich als Einzel- sowie in sehr geringem Mal3e als Doppelstréange vor.
Wie bei iFliM ist aber davon auszugehen, dass der grofite Teil der Polymere noch als

Einzelstrdnge vorlagen, was sich am Histogramm erkennen l&sst (s. Abbildung 21).

Die Konturldnge betrug x = 2008 nm + 1621 nm (n = 14). Aufgrund der Verzweigung eines
Xanthanstrangs musste dieser flir die Auswertung der Kontur- und Persistenzlange
ausgelassen werden, weshalb in die Berechnung nur 14 Polymere eingingen. Die Lange der
Strange war sehr variabel, was sich erneut an der hohen Standardabweichung erkennen l&sst.
Der kirzeste Strang wies eine L&nge von 359 nm, der langste von 6130 nm auf. Die
Persistenzlange lag bei x = 22 nm + 9 nm (n = 14), was den kleinsten Wert der gemessenen
Proben ausmacht. Aufgrund der wahrscheinlich hohen Anzahl an Einzelstrangen (geringe
Hohe der Strédnge) die in der Probe vorlagen, war die geringe Persistenzlange erneut in

Ubereinstimmung mit den gemessenen Hahen.
Fur das Xanthan des X. campestris Stammes 12791 liegen keine Viskositatswerte vor.

Das Xanthan i2791 lag hochstwahrscheinlich zu einem groRen Teil als Einzelstrang vor, nur
ein sehr kleiner Teil konnte den Doppelstrdngen zugeordnet werden. Die Probe wies eine
geringe Persistenzlange und eine hohe Konturlange auf. Es traten erneut fast nur
Uberkreuzungen und Knicke auf, nur in einem Fall kam es zu einer Verzweigung eines

Xanthanstrangs.
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Abbildung 20: Rasterkraftmikroskopisches Ubersichtsbild (5x5 um) der Probe i2791. Die Hohe
der Strange ist durch die Skala farbcodiert.
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Abbildung 21: Histogramm der Hohen der Einzelstrdnge aus der Probe i2791 (n=15).
Aufgetragen ist die Hohe der Strénge auf der X-Achse, sowie die Anzahl der Strange auf der Y-
Achse.
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4.5 Acetatfreies Xanthan
Der X. campestris Stamm, welcher das acetatreie Xanthan produziert, weist eine Mutation im

Genom auf, durch welche dem synthetisierten Xanthan der Acetylrest an einer
Mannoseseitenkette fehlt (vgl. Abb 1). Die Mutation wirkt nicht direkt auf den Ph&notyp des
Bakteriums, sondern auf den Syntheseweg des Xanthans, so dass das synthetisierte

Xanthanmolekdl keine Acetylgruppe besitzt.

Das acetatfreie Xanthan (s. Abbildung 22) besal’ eine mittlere Héhe von 0.44 nm + 0.12 nm
(n=30) (s. Abbildung 23), womit es eine der gro3ten mittleren Hohen aller gemessenen
Proben einnahm. Die Variationsbreite lag mit 0.34 nm im mittleren Bereich. Der flachste
Strang hatte eine mittlere H6he von 0.28 nm, der hdchste eine Hohe von 0.62 nm. Ein Drittel
(n =10) der Polymere hatte eine Hohe zwischen 0.3 nm und 0.4 nm. Insgesamt neun Strange
wiesen eine Hoéhe Gber 0.5 nm auf (vgl. Abbildung 23). Das acetatfreie Xanthan lag aufgrund
der Hohenverteilung der Strange vermutlich tberwiegend einzelstréangig, als auch zu einem
geringen Anteil doppelstrangig vor. Manche Strange wiesen — wie schon in den anderen
Proben erkennbar — gleichzeitig sowohl einzel-, als auch doppelstrdngige Bereiche auf (s.
Abbildung 24). Das Polymer in Abbildung 24 erreichte auf einer Halfte eine HGhe von
0.35 nm, die andere Halfte erreichte eine Hohe von 0.8 nm. Wie auch bei den anderen Proben
ist der Zusammenhang zwischen Persistenzldnge und Hohe konsistent. Der einzelstrangige
Bereich (0.35 nm hoch) des Xanthansstranges hatte eine Persistenzldnge von 23 nm, der
doppelstrdngige Bereich (0.8 nm hoch) kam auf einen etwa fliinfmal so hohen Wert
(Lp=122 nm). Stréange die durchgehend einzelstrangig waren (s. Abbildung 25), wiesen
deswegen bei geringer Hohe (0.35 nm) auch eine geringe Persistenzlange auf (22 nm). Bei
dem Strang in Abbildung 25 ist auBerdem erkennbar, dass es aufgrund der geringen
Persistenzlange ofter zu Schlaufenbildung kommt, als es bei hoherer Persistenzlange eines

Doppelstrangs (s. z.B. Abbildung 24) der Fall wére.

Die Konturldnge der Probe betrug x = 1409 nm + 1130 nm (n=30). Die gemessene
Konturlange war die kleinste aller gemessenen Proben. Aber auch hier spiegelt die hohe
Standardabweichung die Variabilitdt der Strangldngen innerhalb einer Probe wider. Der
kiirzeste Strang hatte eine L&nge von 315 nm, der langste von 5955 nm. Die Persistenzlange
lag mit x = 47 nm £ 11 nm im mittleren Bereich. Dies war zu erwarten, da die Probe sowohl

aus Einzel-, als auch aus Doppelstrdngen bestand.
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Die gemessene Viskositét des acetatfreien Xanthans (1% Losung) lag bei einer Scherrate von
0.2 s bei 12300 mPas (Steffens, 2015, unpubliziert). Damit lag die Viskositat in etwa in der
GroRenordnung des Xanthans JBLO07. Dies ist in Ubereinstimmung mit den von Callet et al.
(1987) publizierten Daten zur Viskositat acetatfreien Xanthans. Die Deacetylierung des
Xanthans hatte weder einen Einfluss auf dessen intrinsische Viskositat, noch auf die

Viskositat des Xanthans in Lésung.

Das acetatfreie Xanthan lag vermutlich sowohl einzel- als auch in geringen Malen
doppelstrdngig vor. Doppelstrangige Bereiche wiesen eine hohere Persistenzlange auf als
einzelstrangige Bereiche. Auch in dieser Probe traten keine Verzweigungen der einzelnen
Strange auf. Aufgrund der teilweise geringen Persistenzlange kam es aber zu Uberkreuzungen
der Polymere. Die Viskositat war mit 12300 mPas bei einer Scherrate von 0.2 s™ relativ

gering.
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Abbildung 22: Rasterkraftmikroskopisches Ubersichtsbild (5x5 pum) des acetatfreien Xanthans.
Die Hohe der Stréange ist durch die Skala farbcodiert.
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Abbildung 23: Histogramm der Hoéhen der Einzelstrange des acetatfreien Xanthans (n=30).
Aufgetragen ist die Hohe der Stréange auf der X-Achse, sowie die Anzahl der Strange auf der Y-
Achse.
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Abbildung 24: Rasterkraftmikroskopisches Bild (1.5x1.5um) des acetatfreien Xanthans. Die
Hdohe der Strukturen ist durch die Skala farbcodiert. Zu erkennen ist ein Polymer, welches
sowohl einen einzel- als auch einen doppelstrangigen Bereich aufweist. Die Hohe des
doppelstrangigen Bereichs betréagt 0.8 nm, die Hohe des einzelstrangigen Bereichs 0.35 nm. Der
doppelstréangige Bereich weist mit 122 nm eine mehr als fiinfmal héhere Persistenzlange auf als

der einzelstrangige Bereich (L p= 23 nm).

34



0.0 pm 0.5 1.0 1.5

[T 871 pm

"800

700

600

500

400

300

200

45

Abbildung 25: Rasterkraftmikroskopisches Bild (2x2um) eines Einzelstrangs des acetatfreien
Xanthans. Die Hohe der Strukturen ist durch die Skala farbcodiert. Der Strang weist eine Héhe
von 0.35 nm und eine Persistenzlédnge von 22 nm auf. Die Konturlange betragt 6782 nm.
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4.6 Pyruvatfreies Xanthan
Analog zum acetatfreien Xanthan weist der X. campestris Stamm, welcher das pyruvatfreie

Xanthan produziert, eine Mutation im Genom auf, durch welche dem synthetisierten Xanthan
der Pyruvatrest an einer Mannoseseitenkette fehlt (vgl. Abb. 1). Auch hier wirkt die Mutation
nicht direkt auf den Phanotyp von X. campestris, sondern auf die Xanthansynthese, sodass ein

Xanthanmolekil ohne Pyruvatgruppe entsteht.

Da das pyruvatfreie Xanthan eine géanzlich andere Struktur aufwies als die anderen
gemessenen Proben, konnte die Auswertung nicht auf die standardisierte Weise erfolgen. Im
Gegensatz zu den funf anderen untersuchten Xanthanarten traten beim pyruvatfreien Xanthan
neben Uberkreuzungen auch Verzweigungen innerhalb der einzelnen Polymere auf (s.
Abbildung 26). Schon ohne die Hohen zu messen ist erkennbar, dass ein einzelnes Polymer an
verschiedenen Stellen sehr unterschiedlich hoch sein kann (s. Abbildung 26). Aufgrund seiner
Struktur war es nicht moglich, eine korrekte Konturlange, sowie Persistenzlédnge des Xanthans
zu bestimmen. Fir Polymere, die eine relativ homogene Hohe besallen (n =5 fir Strdnge
hoher als 0.5 nm und n = 3 fiir Strange flacher als 0.5 nm), konnten die Mittelwerte fir Hohe
und Persistenzlange bestimmt werden. Fir die flachen Strange war auch die Bestimmung der
Konturlange mdoglich, was aufgrund der Verzweigung bei den hoheren Strdngen nicht
durchfiihnrbar war. In anderen Fallen (sehr inhomogene Hohe oder Verzweigung des
Polymers) wurden anhand einiger strukturell auffalliger Strange die probenspezifischen

Merkmale herausgearbeitet.

Die flachen Strdnge (n = 3) wiesen einen Hohenmittelwert von X = 0.31 nm + 0.11 nm auf,
wohingegen die hohen Strénge (n = 5) mit einem Mittelwert von X = 0.63 nm + 0.13 nm etwa
doppelt so hoch waren. In der Probe lagen also vermutlich Einzel- sowie Doppelstrange vor.
Es ist erkennbar, dass die flacheren Strange mehr Windungen hatten, die hohen Strédnge dafiir

aber Verzweigungen aufwiesen (vgl. Abbildung 27 und 28 rechts).

Die Konturlange der flachen Polymere (n = 3) betrug im Mittel X = 605 nm + 366 nm, der
langste der drei Strange wies eine Héhe von 1009 nm auf. Fir die hohen Polymere (n = 5)
konnte die Konturlédnge aufgrund der Verzweigungen der Strange nicht bestimmt werden. Die
Konturlange ist, wie bei allen untersuchten Proben sehr variabel. Die Persistenzlange nahm
wie bei den anderen Xanthanarten aufgrund der Strangh6hen erwartete Werte an. Die flachen,
gewundenen Strdnge wiesen eine Persistenzldnge von X = 38 nm + 5 nm auf. Die hohen,
verzweigten Strange hingegen hatten eine grofRere Persistenzldnge, welche im Mittel bei

x=81nm + 17 nm lag.
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Neben den Polymeren mit durchgehend homogener Hohe gab es Strange die sowohl einzel-
als auch doppelstrangige Bereiche aufwiesen. Die Probe bestand zu einem Grofdteil aus
Polymeren dieser Art. Es war auch hier zu erkennen, dass die hoheren Bereiche eines
Polymers im Gegensatz zu den flacheren Bereichen Verzweigungen aufwiesen. Die flachen
Strangabschnitte zeigten aber mehr Windungen, welche in den hdheren Bereichen fehlten (s.
Abbildung 27 und 28 links). Augenscheinlich wiesen die flacheren Bereiche eine geringere
Persistenzlange auf als die hoheren. Die Abstande in welchen die Strange ihre Hohe &nderten
wirkte willkirlich. Die hoheren Bereiche wiesen zusatzlich zu den Verzweigungen auch
knotendhnliche  Strukturen auf, die in unregelmaBigen Abstanden vorkamen
(s. Abbildung 26). Eventuell kommt es durch das Fehlen des Pyruvats zur Zurtickfaltung des
Polymers und so zur Bildung doppelstrangiger Bereiche.

Die Viskositat des pyruvatfreien Xanthans wich, wie auch seine Struktur, stark von der der
anderen untersuchten Proben ab. Die Viskositat war mit 97650 mPas bei einer Scherrate von
0.2 s mehr als sechsmal so gro wie die Viskositat des Ausgangsstammes JBLOO7. Das
geloste pyruvatfreie Xanthan wirkte in wassriger Losung auBerdem triiber als die anderen
untersuchten Xanthanarten. Im Gegensatz zu der hier gefundenen negativen Korrelation
zwischen dem Anteil an Pyruvat und der Viskositat des Xanthans (weniger Pyruvat fihrt zu
hoherer Viskositat) fanden Bradshaw et al. (1983), als auch Callet et al. (1987), dass der
Pyruvatisierungsgrad des Xanthans keinen Einfluss auf dessen Viskositat besitzt. Die von
Bradshaw et al. und Callet et al. genutzten Xanthanproben wurden chemisch verdndert, so
dass das Xanthan pyruvatfrei vorlag. Aus diesem Grund ist es schwierig das chemisch
verénderte Xanthan direkt mit nativem Xanthan zu vergleichen, da durch die Abtrennung von
Seitengruppen auch immer eine (geringe) Anderung des Molekulargewichts einhergeht
(Callet et al., 1987). Bei dem in dieser Arbeit untersuchten pyruvatfreien Xanthan wurde
keine chemische Anderung der Xanthanstruktur vorgenommen. Der X. campestris Stamm
welcher das pyruvatfreie Xanthan exkretiert, weist eine Mutation auf, so dass die
Pyruvatgruppe nicht extra chemisch entfernt werden musste. So entstehen je nach Art der
Behandlung des Xanthans (chemische Abtrennung von Seitengruppen oder genetische
Veranderung des X. campestris Stammes) eventuelle Unterschiede in der Viskositét.
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Das pyruvatfreie Xanthan stellte die strukturell diverseste der sechs gemessenen Proben dar.
Es lag sowohl einzel- als auch doppelstrangig vor. Die Polymere die in sich eine ann&hernd
homogene Hohe besalRen konnten eingeteilt werden in Strange die flacher als 0.5 nm waren,
sowie welche die Hohen tber 0.5 nm aufwiesen. Dariiberhinaus kamen Strange vor, die
sowohl einzel- als auch doppelstrangig waren. Doppelstrangige Polymere waren verzweigter,
die Einzelstrange wiesen aber engere Windungen auf. Die Viskositat des pyruvatfreien
Xanthans war die mit Abstand hochste aller untersuchten Xanthanproben.
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Abbildung 26: Rasterkraftmikroskopisches Ubersichtsbild (5x5 pm) des pyruvatfreien
Xanthans. Die Hohe der Strange ist durch die Skala farbcodiert. In den héheren Bereichen
(vermutlich Doppelstrange), welche im Bild weil3 hervortreten, entstehen in gewissen Abstanden
knotenformige Gebilde.
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Abbildung 27: Rasterkraftmikroskopisches Bild (2x2 pm) des pyruvatfreien Xanthans. Die
Hdéhe der Strukturen ist durch die Skala farbcodiert. Es ist erkennbar, dass héhere Bereiche der
Xanthanstrange, welche héchstwahrscheinlich Doppelstrange darstellen, in unregelmaRigen
Abstéanden ausdinnen und an diesen Stellen wahrscheinlich zu Einzelstrangen werden. Die
dinneren Strange sind auf’erdem gewundener, wahrend die hoheren Strédnge anstatt
Windungen eher Verzweigungen ihrer Polymerstruktur aufweisen.

Abbildung 28: Rasterkraftmikroskopische Bilder des pyruvatfreien Xanthans. Die Hohe der
Strukturen ist durch die Skala farbcodiert. Links: Einzeln liegender Strang der sowohl flache
als auch hohe Bereiche aufweist (GroRRe des Bildes 2x2 um). Die flachen Bereiche zeigen mehr
Windungen, die hoheren Bereiche sind verzweigter. Rechts: Ein dinner, gewundener Strang
(oben rechts im Bild) der eine Hohe von 0.4 nm aufweist und ein héherer Strang (H6he 0.85
nm), welcher Verzweigungen aufweist. Der diinne Strang weist eine Persistenzldnge von 35 nm
auf, der hohe Strang von 72 nm (Grdfe des Bildes 1.5x1.5 um).
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5. Vergleich der Proben

5.1 Ubersicht
Die untersuchten Proben wiesen sowohl Unterschiede als auch Gemeinsamkeiten in ihrer

Struktur auf. Die aufgenommenen Daten der Proben sind in Tabelle 2 und Tabelle 3
zusammengefasst. Zur Auswertung der Strukturparameter und der Viskositat wurden U-Tests
nach Mann-Whitney, sowie Korrelationen berechnet. In den folgenden Abschnitten sollen die
Daten diskutiert werden.

Tabelle 2: Zusammenfassung der Strukturdaten aller Proben. Fir das pyruvatfreie Xanthan
wurden nur die Strange, die eine in sich homogene Hohe aufwiesen (n=8) in die Tabelle
aufgenommen. Angegeben fiir die Strukturdaten sind der Mittelwert + Standardabweichung in
nm sowie die Viskositat in mPas.

Hoéhe [nm] | Konturlange | Persistenzléange Viskositat
[nm] [nm] [mPas] (**)

JBLO007 0.30 + 0.06 | 2453 + 2189 33+4 15090
(n =16)
iIFliC 0.32 + 0.08 | 1429 + 1527 37+5 26170
(n=16)
iIFliM 0.38 + 0.14 | 2764 + 2287 54 + 10 28760
(n=21)
12791 0.42 + 0.07 | 2008 + 1621 22+9 Fehlt
(*)
Acetatfrei | 0.44 +£0.12 | 1409 + 1130 47 + 11 12300
(n=30)
Pyruvatfrei | 0.31 +0.11 | 605 + 366 38+5 97650
flach
(n=3)
Pyruvatfrei | 0.63 + 0.13 Nicht 81+ 17 97650
hoch bestimmbar
(n=5)

(*) n =15 fiir Hohe, n = 14 fur Lp und L.
(**) bei Scherrate 0.2 5™
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Tabelle 3: Zusammenfassung der spezifischen Eigenschaften, welche jede der sechs Proben
ausmachen.

Probe Eigenschaften

JBLOO7 Einzelstrangig und flexibel, lang, geringe Viskositét

iFliC Einzelstrangig und flexibel, relativ kurz, mittlere Viskositat
iIFliM Uberwiegend einzelstrangig mit wenigen doppelstrangigen

Anteilen, semiflexibel, lang, mittlere Viskositat

12791 Uberwiegend einzelstrangig mit wenigen doppelstringigen
Anteilen, flexibel, mittellang

Acetatfrei Einzelstrangig und doppelstrangig (doppelstrdngige Bereiche oft
innerhalb der Einzelstrange), semiflexibel, relativ kurz, geringe
Viskositat

Pyruvatfrei Sowohl Einzelstrange als auch Doppelstrédnge, variierende

Persistenzlange (Doppelstrange: hohe Lp, Einzelstrange: geringe
Lp), hohe Viskositat, Verzweigungen der Doppelstréange
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5.2 Hohenprofil
Die Mittelwerte der Hohen der sechs Proben unterschieden sich, wenn auch teilweise nur

geringflgig (s. Abbildung 29). Besonders gut war der Unterschied in der Héhe zwischen den
Doppelstrdngen des pyruvatfreien Xanthans und der Hohe der anderen Proben zu erkennen.
Ein U-Test nach Mann-Whitney ergab fir das acetatfreie Xanthan und das Xanthan des
Ausgangsstammes JBLO007 ein hochsignifikantes Ergebnis (p-Wert <0.001). Auch fiir das
acetatfreie Xanthan und das Xanthan des Stammes iFIiC wurde mithilfe des U-Tests ein
hochsignifikantes Ergebnis (p-Wert < 0.001) bestimmt. Flr das pyruvatfreie Xanthan konnte
aufgrund der geringen StichprobengroRen (n =3 und n =5) kein U-Test berechnet werden.
Die Kombinationen der anderen Xanthane ergaben p-Werte > 0.05 und unterschieden sich

somit nicht signifikant.

Die signifikanten Ergebnisse zeigen, dass die Mutationen, welche direkt die chemische
Struktur des Xanthans beeinflussen, den groRten Einfluss auf die H6hen der Polymere haben.
In der Probe des acetatfreien Xanthans lagen Polymere vor, welche doppelstrangige Bereiche
aufwiesen, die die mittlere Hohe der Probe maligeblich vergréfierten. Auch die hohen Strange
des pyruvatfreien Xanthans (n = 5) waren auf den Mikroskopiebildern in ihrer Hohe deutlich
von den flacheren Strangen abgrenzbar (vgl. Hohenverteilung in Abbildung 29). Deshalb ist
es denkbar, dass bei einer gentigend groRen Stichprobe des pyruvatfreien Xanthans ein U-Test
ebenfalls signifikante Ergebnisse zwischen den hohen Strdngen des pyruvatfreien Xanthans
und dem Xanthan des Ausgangsstammes JBLOO7 ergeben wiirde. Die Abspaltung von Acetyl-
bzw. Pyruvatgruppen wirkt sich eventuell auf die Mdglichkeiten aus, mit denen das Molekil
Bindungen eingehen kann. Durch die wegfallenden negativen Ladungen im Falle des
Pyruvats konnte es zu weniger AbstoBungsreaktionen kommen, so dass eher Bindungen
eingegangen werden. Dies ist aufgrund der noch vorhandenen Ladungen beim Xanthan des
Ausgangsstammes JBLO07 wahrscheinlich nicht méglich. Folglich kann es zur Bildung

doppelstrangiger Polymere beim pyruvatfreien Xanthan kommen.

Die aufgestellte Hypothese (H;) — Das acetatfreie Xanthan, sowie das pyruvatfreie Xanthan
sind signifikant hoher, als das des Ausgangsstammes JBL0O07 — kann aufgrund der Datenlage
bestatigt werden. Die Xanthane unterschieden sich signifikant vom Xanthan JBLO07, die
Veranderung der molekularen Struktur des Xanthans wirkt sich mutmaBlich auf die
Wabhrscheinlichkeit aus, mit welcher das Xanthan Doppelstréange bildet. Durch die Entfernung
von Ladungen an den Seitenketten werden AbstoRungsreaktionen abgeschwacht, wodurch

Bindungen mit anderen Molekiilen eingegangen werden kdnnen.
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Die in der Einleitung erwadhnte Energiehypothese in Bezug auf die Xanthane der X.
campestris Stdamme iFIliC und iFliM trifft nicht auf das H6henprofil der Proben zu. Die HGhen
der Proben iFliC und iFIiM unterschieden sich nicht signifikant (p-Wert > 0.05). Somit wirkt
sich die Energieersparnis sehr wahrscheinlich auf andere strukturelle Parameter des Xanthans
aus (vgl. Abschnitt 5.3).
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Abbildung 29: Boxplots der gemessenen Héhen (in nm) der Proben. Die Stichprobengréfien
betragen fir JBL0O07 n =16, iFliM n=21, iFliC n=16, i2791 n =15 , acetatfreies Xanthan
n = 30, pyruvatfreies Xanthan < 0.5 nm n = 3 und fiir das pyruvatfreie Xanthan > 0.5 nm n =5.
Ein U-Test ergab fur JBL007 und das acetatfreie Xanthan, sowie fur iFliC und das acetatfreie
Xanthan signifikante Ergebnisse (p-Wert < 0.001), was in der Grafik mittels der zwei
Signifikanzlinien gezeigt ist. Fur das pyruvatfreie Xanthan konnte aufgrund der geringen
Stichprobengrolie kein U-Test berechnet werden.

Anhand der Rasterkraftmikroskopiebilder und der in Gwyddion gemessenen Hohen liel? sich
erkennen, dass die Grenze der Hohe zwischen Einzel- und Doppelstrdngen vermutlich bei
etwa 0.5nm lag. Die Polymere, welche héher als 0.5nm waren, wirkten auf den
Mikroskopiebildern deutlich heller. Besonders gut war dies beim pyruvatfreien Xanthan zu
erkennen, dessen hohe Strdnge (n =5) einen Mittelwert von 0.63 nm besal’en. Damit ist das
pyruvatfreie Xanthan das einzige untersuchte Xanthan, in dem relativ sicher auf
doppelstrdngige Strukturen geschlossen werden konnte. Bei den anderen untersuchten
Xanthanen kamen hohere Bereiche fast ausschliellich innerhalb eines Polymers vor, das

ansonsten einzelstrangig war (vgl. z.B. Abbildungen 13 und 24).
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In diesen Féllen kam es eventuell zur Zuruckfaltung des Polymers aufgrund der recht
geringen Persistenzlangen, wodurch hohere Bereiche entstanden. Alle Xanthanarten lagen
also vermutlich Gberwiegend als Einzelstrange vor, nur das pyruvatfreie Xanthan wies klar
abgrenzbare doppelstrangige Strukturen auf. Das acetatfreie Xanthan wies dafiir gehéauft

doppelstrangige Bereiche in den ansonsten einzelstrdngigen Polymeren auf.

Aufgrund des in der Einleitung erwahnten Effektes des ,,probe broadening“ konnte die Breite
der Xanthanstrange nicht aus den rasterkraftmikroskopischen Bildern berechnet werden. So
ist aus den Daten keine Schlussfolgerung dartiber mdglich, ob die Xanthanstrénge im Fall des
pyruvatfreien Xanthans als Doppelhelix vorlagen, oder als zwei einzelne Strange, welche
Ubereinander lagen und verbunden waren ohne als Helix verwunden zu sein. In
Rontgenbeugungsexperimenten wurde aber darauf geschlossen, dass Xanthan sehr
wahrscheinlich als rechtsgewundene Helix vorliegt (Moorhouse et al., 1977). Im Gegensatz
zum einfachen Doppelstrang-Modell, ist davon auszugehen, dass eine Helixbildung
energetisch glnstiger ist. Der Durchmesser einer Doppelhelix liegt unter physiologischen
Bedingungen normalerweise bei etwa 2 - 2.5 nm (Sato et al., 1984). Es ist zu beachten, dass
die in LOsung gebrachten Xanthanstrange fur die rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen auf
Glimmerplattchen aufgebracht und getrocknet wurden. Sie lagen also nicht wie im
physiologischen Zustand in Flussigkeit vor. Dadurch erreichten die Polymere nicht die
gleiche Hohe und es entstanden die hier merklichen Abweichungen in den gemessenen
Hohen. Desweiteren ist zu beachten, dass wahrend der Messungen am Rasterkraftmikroskop
der Cantilever immer mit einer gewissen Kraft auf die Probe druickt. Die Probe wird wahrend
der Messung zusammengedriickt, so dass die Hohe von etwa 2 nm einer Doppelhelix bei
rasterkraftmikroskopischen Messungen nicht erreicht wird. Da der Cantilever wahrend jeder
Messung die Proben in etwa der gleichen GréRenordnung staucht, lasst sich dieser Effekt
zumeist vernachlassigen, es handelt sich also um einen relativen, systematischen Messfehler.
Die Hohen von sowohl Einzel- als auch Doppelstrangen werden aufgrund dieses Messfehlers

um die gleiche GrélRenordnung geringer.

Die Mutationen der X. campestris Stdmme scheinen sich also nur geringfugig in manchen
Féllen auf die Hohe und damit die Anzahl der die Xanthane formenden Stréange auszuwirken.
Die grofiten Auswirkungen auf die HOhe hatten die Mutationen der Stdmme die das
acetatfreie, als auch das pyruvatfreie Xanthan produzierten. Dies zeigten unter anderem die
signifikanten Ergebnisse des U-Tests. Das acetatfreie Xanthan unterschied sich signifikant

von dem Xanthan des Ausgangsstammes JBLOO7 als auch von dem des Stammes iFIliC.
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Aufgrund der geringen StichprobengréfRe des pyruvatfreien Xanthans lassen sich nur
Vermutungen anstellen, dass die hohen Strdnge bei der Berechnung eines Signifikanztests
sehr wahrscheinlich signifikante Ergebnisse im Vergleich zum Ausgangsstamm ergeben
wirden.

Die funf hohen Strdnge mit einem Mittelwert von 0.63 nm stehen in deutlichem Unterschied
zu den Hohen der anderen Proben, deren Mittelwerte mindestens um 0.2 nm geringer sind.
Desweiteren lagen in der Probe des pyruvatfreien Xanthans als einzigstes auch eine hohere
Anzahl doppelstrangiger Polymere vor.
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5.3 Konturlange
Die Konturlangen der sechs Proben unterschieden sich recht stark voneinander, was

besonders durch die hohe Variabilitit innerhalb der einzelnen Proben auffiel. Anhand der
Daten war erkennbar, dass die Konturldngen aller Proben stark und tiber einen grofien Bereich
schwankten (vgl. Abbildung 30). Die Variabilitdt war in allen Proben relativ zu ihrem
Mittelwert in etwa gleich hoch (vgl. Standardabweichungen der Konturlangen in Tabelle 2),
auch wenn die Mittelwerte (bzw. Mediane in Abb. 30) unterschiedliche Werte annahmen.
Berechnet man die Standardabweichungen mit ein, so lagen die Proben alle in etwa der
gleichen GroRenordnung da in jeder Probe Strdnge unterschiedlichster Langen vorkamen. Die
Standardabweichung war in vielen Fallen anndhernd so grol} wie der eigentliche Mittelwert
der jeweiligen Probe. Die X. campestris Stdmme synthetisieren die verschiedenen
Xanthanarten dementsprechend in unterschiedlicher Lange. Da Xanthan sich als Polymer aus
vielen Pentasaccharideinheiten zusammensetzt, kann ein Molekul theoretisch beliebig lang
aufgebaut werden. Ein U-Test nach Mann-Whitney ergab flr die Xanthane der X. campestris
Stamme iFliC und iFliM ein signifikantes Ergebnis (p-Wert < 0.05). Erneut konnte fur das

pyruvatfreie Xanthan wegen der geringen Stichprobengrofie kein U-Test berechnet werden.
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Abbildung 30: Boxplots der gemessenen Konturldngen (in nm) der Proben. Die
StichprobengréRen betragen fur JBLO07 n =16, iFliM n=21, iFliC n=16, i2791 n =14,
acetatfreies Xanthan n=30 und fir das pyruvatfreie Xanthan <05 nm n=3. Die
Doppelstrange des pyruvatfreien Xanthans konnten nicht in die Grafik aufgenommen werden,
da durch die Verzweigung der Strénge keine Berechnung der Konturlange moglich war. Ein U-
Test ergab fur iFliM und iFIiC ein signifikantes Ergebnis (p-Wert < 0.05), was in der Grafik
mittels einer Signifikanzlinie gezeigt ist. FUr das pyruvatfreie Xanthan konnte aufgrund der
geringen Stichprobengrofle kein U-Test berechnet werden.
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Die Mutationen der X. campestris Stdmme wirken sich hdéchstwahrscheinlich auf die
Konturlange der exkretierten Polymere aus. Der signifikante Unterschied der Konturléange
zwischen dem Xanthan des Stammes iFliC und dem des Stammes iFliM l&sst sich eventuell
mit der in der Einleitung erldutertern Energiehypothese erklaren. Dem X. campestris Stamm
iFIliC fehlt durch die Mutation nur die Flagelle, der Basalapparat ist noch vorhanden. Dem
Stamm iFliM fehlt dagegen auch der Basalapparat. Bei iFliC ist der Basalapparat trotz der
fehlenden Flagelle noch funktionsfahig. Durch Energieaufwendung kann so Arbeit geleistet
werden, aufgrund der fehlenden Flagelle ist das Bakterium nur nicht mehr in der Lage sich
eigenstandig zu bewegen. Die Energieaufwendung in den Basalapparat fehlt bei dem X.
campestris Stamm iFliM. Da der Rotor bei iFIliC im Leerlauf betrieben wird, wird dort
wahrscheinlich weniger Energie investiert als im Fall von iFliM. So kommt es zu einer
graduellen Abstufung der Energiaufwendung. JBLOO7 wendet den standardméRigen
Energiebetrag auf, iFIliC hingegen aufgrund des im Leerlauf betriebenen Basalapparats
weniger. Bei iFliM wird aufgrund des ganz fehlenden Basalapparats gar keine Energie mehr
in die Flagelle aufgewendet. So kann der X. campestris Stamm iFliM unter Umstdnden mehr
Energie in die Synthese des Polysaccharids investieren, welche bei iFIiC noch in den
Basalapparat eingehen wiirde. Das Ergebnis sind langere Xanthanstrange bei iFliM, was sich

in den Daten widerspiegelt.

Im Gegensatz dazu steht, dass das Xanthan des Ausgangsstammes JBLO07 mit seiner
Konturlange in etwa in der gleichen GroRenordnung lag wie das von iFliM, obwohl X.
campestris JBLOO7 seinen Basalapparat noch besitzt. Hier greift die Hypothese des
Energieaufwands nicht. Es besteht die Mdglichkeit, dass die Synthese des Xanthans in Bezug
auf die Konturlange in allen X. campestris Stdmmen rein zufallig geschieht. Dafur sprechen
die hohen Standardabweichungen, die Werte in der GrofRenordnung des jeweiligen
Mittelwerts annehmen. Eine weitere Mdglichkeit den Sachverhalt zu erklaren, ware, dass
aufgrund der vor der Auswertung getroffenen Vorauswahl der zu analysierenden Polymere
nur die langen Polymere den Auswertungskriterien entsprachen. Um die Strdnge im
Programm Easyworm auswerten zu konnen, missen sie einzeln vorliegen, ohne andere
Polymere zu kreuzen. So konnte die mittlere Lange systematisch zu hoch bestimmt worden
sein. Wie in Abschnitt 5.2 beschrieben, trifft die Energiehypothese also nicht auf die Hohe der

Xanthanstrange zu, sondern wirkt sich eher auf die Konturldnge der Proben aus.
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Die flachen Polymere des pyruvatfreien Xanthans besallen die geringste Konturlédnge aller
Proben. Hier ist allerdings zu beachten, dass die Stichprobengrdf3e (n = 3) zu gering ist, um
wirkliche Aussagen zur Gesamtheit der Strdnge des pyruvatfreien Xanthans machen zu
konnen. Die geringe gemessene Konturlange kam vermutlich dadurch zustande, dass durch
die manuelle Vorauswahl der Polymere nur die kurzen Strange den Kriterien entsprachen. Da
ein Groliteil der Polymere der Probe gleichzeitig sowohl einzel-, als auch doppelstrangige
Bereiche enthielt, war die Wahrscheinlichkeit einzeln liegende Polymere homogener Hohe
abzubilden noch geringer. Um die Aussage Uber die Konturldnge des pyruvatfreien Xanthans

bestatigen zu kdnnen, sollten weitere Daten aufgenommen werden.

Die Mutationen der X. campestris Stdmme scheinen sich auf die Konturlange der
verschiedenen Xanthanarten auszuwirken. Die Energiehypothese erklart den mittels U-Test
bestimmten signifikanten Unterschied zwischen den Xanthanen iFIiC und iFliM. Durch den
fehlenden Basalapparat, ist iFliM in der Lage mehr Energie in die Xanthanproduktion zu
investieren, was sich in der Lange der Strdnge zeigt. Besonders bei den Strdngen des
pyruvatfreien Xanthans muss allerdings beachtet werden, dass eine Stichprobengréf3e von
n = 3 keine allgemeingultige Aussage Uber die Probe bietet. Hier ist eine erneute Aufnahme

von Daten besonders sinnvoll, um die Langen mit den anderen Proben vergleichen zu kdnnen.

48



5.4 Persistenzlange
Anhand der Daten (s. Tabelle 2) ist erkennbar, dass sich die Persistenzlangen der Proben

unterschieden. Da das Programm Easyworm fur die Persistenzlangen nur einen
Gesamtmittelwert ausgibt, nicht aber die Werte der einzelnen Strange einer Probe, konnte fur
die Persistenzlangen kein U-Test berechnet werden. Wie auch die Konturlédnge, schwankte die
Persistenzlange zwischen den Proben deutlich. Der Ausgangsstamm JBL0OO07 lag mit einer
mittleren Persistenzldnge von 33 nm + 4 nm im unteren Bereich, war also verhaltnisméRig
flexibel. Aufgrund des einzelstrangig vorliegenden Xanthans JBLOO07 verdeutlichte die
geringe Persistenzlange auch die geringe Steifigkeit, welche bei Einzelstrangen zu erwarten

war, da diese mehr Bewegungsmoglichkeiten aufweisen als doppelstrangige Polymere.

Das Xanthan des X. campestris Stammes iFliC war mit 37 nm + 5 nm nur geringfugig steifer,
wohingegen iFliM mit 54 nm + 10 nm Persistenzlange schon deutlich steifer war. Da in der
Probe iFliM auch einige wenige doppelstrangige Bereiche innerhalb der Polymere auftraten
(diese fehlten in der Probe iFliC), war die hohere Persistenzlange von iFliM die logische
Konsequenz. Die Persistenzlange von 12791 lag trotz einiger weniger vorkommender
Doppelstrange nur bei 22 nm + 9 nm und stellte die geringste Persistenzldnge der sechs
Proben dar. Rechnet man die Standardabweichung mit ein, so bewegte man sich schon in der
GroRenordnung des Xanthans des X. campestris Stammes JBL007. Aufgrund des noch relativ
geringen Stichprobenumfangs von 12791 (n = 14) ist es wie auch bei den Héhenmessungen
maoglich, dass durch die getroffene Vorauswahl zuféllig vermehrt Einzelstrange den
Analysekriterien enstsprachen und so die Persistenzlange systematisch zu klein bestimmt
wurde. Die Persistenzlangen des pyruvatfreien Xanthans stimmten mit den Vorhersagen
uberein. Die einzelstrdngigen Polymere hatten eine relativ geringe Persistenzldnge
(38 nm +5 nm), wohingegen die doppelstrangigen Polymere deutlich steifer waren
(81 nm + 17 nm). Die groRe Standardabweichung ist hier auf die geringe StichprobengroRe
zurlickzufuhren. Die Polymere, welche sowohl einzel- als auch doppelstrdngige Bereiche
aufwiesen, passen ebenfalls in das Muster. Die einzelstrangigen Bereiche wirkten
gewundener, waéhrend die hohen, doppelstrangigen Bereiche keine engen Windungen
aufwiesen. Das pyruvatfreie Xanthan wies als einziges der sechs Proben Verzweigungen in
den Strangstrukturen auf, diese kamen aber ausschliel3lich in doppelstrdngigen Bereichen vor.
Das acetatfreie Xanthan lag mit einer mittleren Persistenzlange von 47 nm + 11 nm in der
Mitte der gemessenen Persistenzlangen der sechs Proben. Da in der Probe sowohl Einzel- als
auch Doppelstrange vorkamen, nimmt die Persistenzlange einen mittleren Wert der

gemessenen Proben ein.
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5.5 Zusammenfassung der Strukturparameter
Die sechs untersuchten Proben wiesen wiederkehrende Muster innerhalb der drei

Strukturparameter (Hohe, Konturlange und Persistenzldnge) auf (vgl. Tabelle 3). In allen
Proben waren die Héhe und die Persistenzlange annahernd in Einklang zu bringen. Hohere,
doppelstrdngige Polymere wiesen auch eine hohere Persistenzldnge, also eine hohere
Steifigkeit auf. Einzelstrangige Polymere hingegen besalien eine geringere Persistenzlange.
Dies lieR sich schon visuell anhand der Bilder erkennen, da die Einzelstrange in recht kurzen
Abstanden teils enge Windungen aufwiesen (vgl. z.B. Abbildung 16), wohingegen die
Doppelstrange weitere Windungen bildeten (vgl. z.B. Abbildung 28 rechts). Die Mehrheit der
Proben lag als Einzelstrang vor, nur das pyruvatfreie Xanthan wies exakt abgrenzbare
Doppelstrange auf, wobei anhand der Rasterkraftmikroskopiebilder nicht erklart werden
konnte, ob es sich um eine Helixstruktur oder zwei verbundene Einzelstrdnge handelte. Die
anderen Xanthane besafllen doppelstrangige Anteile fast ausschlieBlich in Strangen, die
ansonsten einzelstrangig waren. Die Mittelwerte der Konturldngen der Proben unterschieden
sich, rechnete man allerdings die Standardabweichungen mit ein, dann lagen die
Konturlangen in etwa in der gleichen GréRenordnung. Die Variabilitat der Stranglangen war
dementsprechend sehr hoch, in jeder Probe kamen Polymere fast aller L&ngen
(zwischen 500 nm und 8000 nm) vor.
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5.6 Auswirkungen auf die Viskositat
Die Viskositat der Proben unterschied sich besonders stark (vgl. Tabelle 2). Wahrend der

Ausgangsstamm JBLO07 eine Viskositat von 15090 mPas bei einer Scherrate von 0.2 s*
aufwies, wiesen die anderen Stamme fast alle hohere Viskositdten auf. Die Xanthane der
X. campestris Stamme iFliC und iFliM hatten bei gleicher Scherrate eine etwa doppelt so
hohe Viskositat wie JBL007 (26170 mPas und 28760 mPas), das pyruvatfreie Xanthan sogar
eine annahernd sechsmal so hohe (97650 mPas). Nur das acetatfreie Xanthan lag mit einer

Viskositat von 12300 mPas noch geringflgig unter der von JBL0O07.

Das pyruvatfreie Xanthan wies also nicht nur in seiner Struktur enorme Unterschiede zu den
anderen Proben auf, sondern auch in seiner Viskositat. Neben Doppelstrangen fanden sich im
pyruvatfreien Xanthan auBerdem die oben erwahnten Verzweigungen der Strange, welche das
Xanthan auffacherten und ihm eine baumartige Struktur verliehen. Ist eine Pyruvatgruppe an
eine Mannoseeinheit gebunden, so kommt es zur AbstoRung der Seitenketten des Polymers
aufgrund der negativen Ladungen. Das Polymer kann auf diese Weise weniger
intramolekulare Bindungen Uber die Seitenketten eingehen. Fehlt das Pyruvat, so fehlt dem
Molekdl also eine negative Ladung an der Mannoseseitenkette. Durch die fehlende Ladung
konnte die elektrostatische AbstoRung zwischen verschiedenen Polymeren abgeschwacht
werden. Auf diese Weise ist es moglich, dass die Seitenketten des Polymers eher Bindungen
mit anderen Molekilbereichen eingehen, wodurch es schneller zur Bildung einer effektiven
Vernetzung der Polymere kommt. So konnte die hohe Viskositat in Ldsung zustande
gekommen sein. Dies steht im Gegensatz zu den von Sandford et al. (1977) gefundenen
Ergebnissen. Sie fanden heraus, dass Xanthan, welches mehr Pyruvat an den
Mannoseseitenketten gebunden hat, viskoser ist. Das von Sandford et al. verwendete Xanthan
war nicht von einer Mutante von X. campestris exkretiert worden, sondern wurde nachtraglich
chemisch verandert und so die Pyruvatgruppen abgespalten. Desweiteren wurde die Zunahme
der Viskositat bei einer Zunahme der Salzkonzentration der Ldsung festgestellt. Wird die
Salzkonzentration der Losung in welche das pyruvatisierte Xanthan gegeben wird erhoht, so
sind mehr geladene lonen vorhanden, welche die negativ geladenen Pyruvatgruppen des
Xanthans abschirmen. So kénnen eher Bindungen eingegangen werden. Aus diesem Grund
kann die hohere Viskositdt des pyruvatisierten Xanthans im Gegensatz zu der hier
festgestellten hoheren Viskositat nicht-pyruvatisierten Xanthans entstanden sein.
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Ein wichtiger Faktor bei der Analyse der Viskositat von Xanthan stellt dementsprechend die
lonenstarke der Losung dar, durch welche sich groRe Unterschiede in der resultierenden

Viskositat ergeben kdnnen.

Da in fast allen Proben Uberwiegend Einzelstrange vorlagen und nur in der Probe des
pyruvatfreien Xanthans klar abgrenzbar sowohl einzelstrangige als auch doppelstrangige
Polymere vorkamen, bleibt die Frage offen, wie X. campestris das Polymer nach der Synthese
in das umgebende Medium exkretiert. Es besteht die Mdglichkeit, dass das Polymer als
Einzelstrang exkretiert wird und sich anschliefend aufgrund der fehlenden Pyruvatgruppen
zuriickfalten kann. Auf diese Weise konnte es zur Bildung doppelstréangiger Strukturen, als
auch zur Bildung der fur diese Probe charakteristischen Verzweigungen kommen. Die
anderen Proben, welche das Pyruvat noch enthielten, hatten wahrscheinlich aufgrund der
negativen Ladung nicht die gleichen Mdoglichkeiten intra- oder intermolekulare Bindungen
der Seitenketten einzugehen. So kam es nicht im gleichen MaRe zu einer Zuriickfaltung des
Stranges und zu weniger Vernetzung der Polymere, weshalb die Viskositat der anderen
Proben geringer war und diese Proben nur geringe Anteile an doppelstrangigen Polymeren
enthielten. Die Verzweigungen des pyruvatfreien Xanthans koénnten ebenfalls am
Zustandekommen der hohen Viskositét beteiligt sein, da das Molekul auf diese Weise mehr
Kontakbereiche mit anderen Molekiilen besitzt und die Interaktionswahrscheinlichkeit erhéht

wird.

Die Konturlange des pyruvatfreien Xanthans schien auf den ersten Blick keinen Einfluss auf
dessen hohe Viskositdat zu haben, da die Einzelstrdnge nur eine mittlere L&nge von
605 nm + 366 nm besalRen. Es ist allerdings zu beachten, dass die Stichprobengréf3e flr die
Einzelstrange nur n=3 betrug und somit keine gesichterten Aussagen getroffen werden
konnen. Dariiber hinaus konnte fiir die Doppelstrange aufgrund der Verzweigungen innerhalb
des Molekils die Konturlange nicht bestimmt werden. Anhand der Mikroskopiebilder war
dennoch sichtbar, dass die Doppelstrange durchaus eine grofiere Konturldnge aufwiesen als
die Einzelstrdange (vgl. Abbildung 28 rechts). Berechnet man fiir den erkennbaren
Doppelstrang in Abbildung 28 rechts die Konturldnge fur die grofite Entfernung von einem
Ende zum anderen, so erhielt man eine Lange von 1764 nm, was ungeféhr der dreifachen
Lange der Einzelstrange entspricht. Die Konturlange scheint so doch einen Einfluss auf die
Viskositdt der Probe zu haben. Anhand eines hoheren Stichprobenumfangs koénnte der
Einfluss der Konturlédnge auf die Viskositéat gesichert bestatigt werden.
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Das acetatfreie Xanthan wies mit 12300 mPas eine geringflgig kleinere Viskositat auf als der
Ausgangsstamm JBLO07. Bradshaw et al. (1983) fanden bei Viskositdtsmessungen
acetatfreien Xanthans keinen Unterschied zur Viskositat von acetyliertem Xanthan. Daruber
hinaus fanden sie bei Gelchromatographien der verschiedenen Xanthanarten Kkeine
Unterschiede im Molekulargewicht, das acetatfreie Xanthan glich dem vom Wildtyp
exkretierten Xanthan. Tako und Nakamura (1984) stellten nach Viskoelastizitats- und
Viskositdtsmessungen die Hypothese auf, dass an Xanthan gebundene Acetylgruppen die
intramolekularen Wechselwirkungen vergroRern. Fehlen die Acetylgruppen, so werden die
Seitenketten des Polymers flexibler. Die Ergebnisse decken sich mit den am
Rasterkraftmikroskop erhaltenen Daten. Das acetatfreie Xanthan lag zu einem GroRteil als
Einzelstrang vor, es kamen nur wenige Doppelstrange vor. Fehlen den Einzelstrangen die
Acetylgruppen, so kommt es nach Tako und Nakamura zu weniger intra- und
intermolekularen Wechselwirkungen, wodurch auch die Viskositat den geringfugig kleineren
Wert annahm als die des Ausgangsstammes JBLOO07. Hinzu kommt, dass die Strange des
acetatfreien Xanthans im Mittel relativ kurz waren, was die Interaktionsmdglichkeiten im
Gegensatz zu den anderen Xanthanen ebenfalls verringerte und somit nicht die oben

genannten gelartigen Strukturen ausgebildet werden konnten.

Die Viskositaten der Proben iFIiC und iFIiM waren etwa doppelt so hoch wie die von
JBLOO7, im Vergleich zum pyruvatfreien Xanthan lag die Viskositat aber noch im unteren
Bereich. Im Gegensatz zum acetat- und pyruvatfreien Xanthan ist die genaue chemische
Zusammensetzung des Xanthans bei iFIliC und iFliM unbekannt, da die Mutationen in erster
Linie Auswirkungen auf den Phédnotyp von X. campestris haben und nicht auf das
sysnthetisierte Xanthan. Der Grund fur die héhere Viskositat dieser Proben ist wie auch schon
beim acetat- und pyruvatfreien Xanthan eine Mischung aus vielen Faktoren. Die Xanthane der
Stamme iFliC und iFliM wiesen keine signifikanten Unterschiede in der HOhe oder der
Konturlange zum Xanthan des Ausgangsstammes JBLO07 auf. Das Xanthan des Stammes
iFIIC war nur geringfligig hoher und steifer als das Xanthan JBL007, auBerdem lag die
Konturlange von iFliC deutlich unter der Konturlange des Ausgangsstammes. Es ist nicht
ersichtlich, wieso die Viskositat von iFIliC im Gegensatz zu JBL0OO7 einen doppelt so hohen
Wert annahm. Bei dem Xanthan des Stammes iFliM hingegen lag die Konturldnge tber der
von JBLO07, auBerdem kamen einige wenige doppelstrangige Bereiche vor, welche die
mittlere Persistenzl&dnge erhdhten. Vergleicht man die Strukturparameter von iFliC und iFliM
miteinander, so wird deutlich, warum das Xanthan iFliM — wie auch im Vergleich JBL007 -

eine geringfligig hdhere Viskositat aufwies, als das Xanthan iFIiC.
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Die mittlere Konturlange iFliMs war fast doppelt so hoch. Auf diese Weise konnten mehr
Bindungen zwischen den Molekilen eingegangen werden, da die langeren Strdnge mehr
Kontaktstellen mit anderen Molekilen boten. Darliber hinaus hatten die wenigen
Doppelstrdnge im Xanthan iFIiM einen in einem geringen Male viskositatserh6henden
Einfluss. Warum iFIliC eine relativ hohe Viskositat aufwies, muss anhand weiterer Daten
geklart werden. Neben den bekannten Faktoren, welche Einfluss auf die Viskositat haben,
scheint es weitere Faktoren zu geben, welche die Viskositat des Xanthans verandern kénnen.
Dies konnte unter anderem das Molekulargewicht sein, welches schon Gegenstand einiger
Untersuchungen war (Bradshaw et al., 1983 und Sho et al., 1986).

Aufgrund der geringen StichprobengrofRen ist die Berechnung von Korrelationen fir die
einzelnen Strukturparameter in Bezug auf die Viskositat der Xanthanproben statistisch nicht
abgesichert. Die im folgenden angegebenen Werte flr die nicht-parametrischen
Spearman'schen Rangkorrelationskoeffizienten r, sind nur als Tendenz zu werten und mussen
mithilfe eines groReren Stichprobenumfangs tberprift werden. Die Berechnung eines nicht-
parametrischen Korrelationskoeffizienten war nétig, da nicht alle Proben normalverteilt
vorlagen, was sich hochstwahrscheinlich durch den geringen Stichprobenumfang erklaren
lasst. Im Hinblick auf die Auswertung wurde auf’erdem eine gewisse Vorauswahl der
rasterkraftmikroskopischen Xanthanbilder getroffen um nach Mdglichkeit einzeln liegende

Strange auswerten zu kdnnen, welche sich nicht tGberlappen.

Berechnet man den Rangkorrelationskoeffizienten fir alle funf Proben gemeinsam gegen die
Viskositét, so ergab sich fir die Konturldnge ein Wert von r, = -0.1, fur die Persistenzlange
., =0.5 und fur die Hohe 1, =0.1. Das Xanthan i2791 musste von der Berechnung
ausgeschlossen werden, da flr diese Probe kein Viskositatswert vorlag. Die erhaltenen Daten
widersprachen den oben dargelegten Erklarungen fir die Viskositaten, da sie unter anderem
fur die Konturldnge eine sehr geringe negative Korrelation aufzeigen. Berechnet man die
Korrelationen ohne das pyruvatfreie Xanthan mit einzubeziehen, so ergab sich flr die
Konturlange ein Wert von r; = 0.8, fur die Persistenzlédnge r; = 0.4 und fur die Hohe r; =-0.2.
Das Auslassen des pyruvatfreien Xanthans ist aufgrund der sehr geringen Stichprobengré3en
gerechtfertigt. Besonders bei der Konturlange war — wie oben bereits erwahnt — die Messung
flr das pyruvatfreie Xanthan unvollstandig, da fur die doppelstrangigen, verzweigten Strange
keine Konturldnge berechnet werden konnte. Da diese auf den Mikroskopiebildern
nichtsdestotrotz langer wirkten als die Einzelstrange des pyruvatfreien Xanthans, fehlte bei

der Berechnung der Korrelation aller Proben dieser Teil.
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Der Wert r, = 0.8 flr die Konturldnge ohne das pyruvatfreie Xanthan gibt so den sichersten
Hinweis auf einen hohen Einfluss der Konturldnge auf die Viskositat. Fir die anderen
Strukturparameter war die Berechnung des Rangkorrelationskoeffizienten unter Ausschluss
des pyruvatfreien Xanthans augrund des geringen Stichprobenumfangs ebenfalls sinnvoll. Die
Persistenzlange hatte mit 7, = 0.4 einen geringeren Einfluss als die Konturlange, was die
Ergebnisse bereits nahegelegt haben. Die geringe negative Korrelation der Hohe mit der
Viskositat der Proben (r; =-0.2) kam sehr wahrscheinlich dadurch zustande, dass der Anteil
an doppelstrangigen Bereichen in den Strangen des acetatfreien Xanthans die mittlere Héhe
der Probe erhoht. Die anderen Proben (JBLOO7, iFIiC und iFliM) lagen ann&hernd auf einer
Geraden. Das acetatfreie Xanthan fallt aufgrund der Kombination einer geringen Viskositét
und einer durch doppelstrangige Bereiche grofier bestimmten mittleren Hohe als Ausreiller
auf. Wie oben erwahnt, kommt es aufgrund der fehlenden Acetylgruppen an den Seitenketten
des Molekuls zu weniger Wechselwirkungen mit anderen Molekilen und als Resultat ergibt

sich die geringe Viskositéat in Verbindung mit dem gemessenen Hohenmittelwert.

Aufgrund der Datenlage muss die oben aufgestellte Hypothese, dass die Konturldnge der
Xanthane keine Auswirkungen auf deren Viskositat in Losung ausubt (H,), verworfen
werden. Bei Vorliegen l&angerer Strange entstehen mehr Maoglichkeiten zur intermolekularen
Wechselwirkungen zwischen einzelnen Strdngen, ein langes Polymer kreuzt mit héherer
Wabhrscheinlichkeit eine hohere Zahl anderer Strange als ein kurzes Polymer. Durch die vielen
Kontaktpunkte kommt es durch die flachendeckendere Vernetzung eher zur Bildung eines
gelartigen Mediums zwischen dem Xanthan und dessen Loésungsmittel und damit zu der
hoheren Viskositat.

Die Hypothese H; — Steifere Polymere bilden eine viskosere Losung als flexiblere Polymere —
kann zu diesem Zeitpunkt weder verworfen noch exakt bestatigt werden. Neben der
Konturlénge tragt die Persistenzlange zur Erhéhung der Viskositat der Proben bei, wenn auch
in geringerem MaRe als die Konturlange. Dies bestatigten auch die berechneten
Korrelationskoeffizienten. Um das Ausmall der Auswirkungen feststellen zu kdénnen ist
ebenfalls die Aufnahme neuer Daten und die Uberpriifung der Daten (insbesondere ein

hoherer Stichprobenumfang des pyruvatfreien Xanthans) angemessen.
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6. Fazit und Ausblick
In dieser Arbeit wurden mithilfe des Rasterkraftmikroskops Xanthane verschiedener Stimme

des Bakteriums Xanthomonas campestris untersucht. Die Xanthane wurden mithilfe des
WLC-Modells fir Polymere ausgewertet und auf ihre Strukturparameter (Hohe,
Persistenzlange und Konturlange) hin analysiert. Die Ergebnisse zeigten, dass funf der sechs
analysierten Proben uberwiegend als Einzelstrange mit geringer Steifigkeit vorlagen; in ihnen
kamen nur zu einem geringen Anteil doppelstrangige Bereiche vor. Nur das pyruvatfreie
Xanthan wies neben Einzelstrangen auch Doppelstrange und Verzweigungen innerhalb der
Strange auf. Die Polymere wiesen dementsprechend eine hohere Steifigkeit auf. Die
Variationsbreite der Konturlange war in allen Proben sehr hoch, wobei die mittlere
Konturldnge sich stark zwischen den Proben unterschied. Die Viskositat zeigte bei dem
pyruvatfreien Xanthan den groRten Unterschied zum Ausgangsstamm JBL0O7. Durch die
fehlende negativ geladene Pyruvatgruppe kommt es vermehrt zu intramolekularen
Wechselwirkungen und zur Klumpung der Polymere, wodurch die sehr hohe Viskositét des
pyruvatfreien Xanthans im Gegensatz zu den Viskosidten der anderen Xanthane entstand.
Insgesamt l&sst sich ein eventueller Zusammenhang der Konturldnge der Strdnge mit der
Viskositat erkennen. Langere Strédnge bilden verzweigtere netzartige Strukturen, durch welche
es zu mehr Interaktionsmoglichkeiten zwischen den Strangen kommt und auf diese Weise die
Viskositat der Losung erhoht wird. Die Persistenzldnge der Strange tragt ebenfalls, aber in
geringerem Ausmal’ zur Viskositatserhéhung der Losung bei. Die Hohe der Xanthanstrange
liel sich in den allermeisten Féllen mit der Persistenzlange in Einklang bringen. Hohere
(doppelstrangige) Xanthanstrange weisen eine hohere Persistenzldnge, also eine hohere
Steifigkeit auf. Die HOhe tragt also in &hnlichem AusmaR wie die Persistenzlange zur
Erhohung der Viskositét des geldsten Xanthans bei.

Erneute Messungen konnten Aufschluss geben (Gber den genauen Einfluss der
Strukturparameter auf die Viskositdt der einzelnen Xanthanarten. Fir zukunftige
Untersuchungen und um sicherzustellen, dass die gemessenen Daten die Gesamtheit jeder
einzelnen Probe korrekt wiedergeben, sollten unter anderem mehr Daten erhoben werden. So
lassen sich die erhaltenen Werte Uberpriifen und weitere Griinde fir die verschiedenen
Viskositaten der unterschiedlichen Proben finden. Auch die Bindungskréfte der einzelnen
Atome im  Xanthanmolekul konnten zu seiner Gestaltgebung und seinen
Viskositatseigenschaften beitragen. Mithilfe von kraftspektroskopischen Messungen lief3en
sich so weitere Einblicke in den Aufbau des Polymers gewinnen.
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Aullerdem konnen weitere Parameter, wie z.B. das Molekulargewicht des Xanthans oder der
pH-Wert der Losung in die Untersuchung einbezogen werden um deren Einfluss auf die
Viskositat und die Struktur der unterschiedlichen Xanthane zu testen.
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